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V spomladanskem obdobju leta 2004 smo raziskovali razporeditev združbe 
heterotrofnih bakterij v vzhodnem delu Tržaškega zaliva. Bakterijske celice smo šteli 
pod epifluorescentnm mikroskopom. Bakterijsko produkcijo smo merili z metodo 
asimilacije radioaktivno označene spojine 3H-timidin in 3H-leucin. Število bakterij na 
dveh postajah Tržaškega zaliva se je spreminjalo od 0,2*109 do 2,1*109 celic/L. Najbolj 
izrazit padec bakterijske biomase smo beležili v maju, visoko biomaso pa smo beležili v 
času pojava sluzastih makroagregatov. Vzorce sluzastih makroagregatov smo 
pregledovali s pomočjo različnih mikroskopskih tehnik (svetlobni, epifluorescentni in 
elektronski mikroskop). V obdobju pojva sluzi smo izolirali posamezne bakterijske 
kolonije in jim določili osnovne morfološke znake. Z metodo fluorescentne in situ 
hibridizacije (FISH) smo opravili preliminarne analize določanje bakterijskih 
filogenetskih skupin. Bakterijske kolonije smo uporabili v dveh poskusih obogatitve 
morske vode z anorganskimi in organskimi hranili. Organsko hranilo je predstavljala 
sluz z visokim deležem polisaharidov. Odziv bakterijske združbe na dodatek hranil je 
bil hiter in se kaže v povečanju števila bakterijskih celic in visoki bakterijski produkciji 
že v prvih 24 urah. Sluz je heterotrofnim bakterijam služila kot vir energije in ogljika. V 
ta namen smo sledili koncentracijam celokupnih ogljikovih hidratov in proteinov. 
Spremembe v koncentraciji celokupnih ogljikovih hidratov so najverjetneje posledica 
povečanja bakterijske encimatske aktivnosti in istočasnega ponovnega privzema 
sproščenih ogljikovih hidratov. Preliminarni rezultati kažejo na velik pomen bakterijske 
heterotrofne združbe v procesih pretvorbe organske snovi v morskem ekosistemu.   
 
ABSTRACT 
Distribution of heterotrophic bacteria was studied during spring period in 2004 at two 
different locations in the Gulf of Trieste (Adriatic Sea). Bacterial abundance was 
determined using the counting method on epifluorescence microscope. Bacterial 
production was measured with the method of incorporation of radio-labelled 3H-
thymidine and 3H-leucine. Bacterial abundance at both locations varied between 
0,2*109 and 2,1*109 cell/L. In May the bacterial biomass was low, but an increase in 
biomass quantity in the period of mucus macroaggregate appearance was observed. In 
further studies the mucus macroaggregate samples were examined with different 
microscopic (optical, epifluorescence and electronic) and microbiological techniques. 
Bacterial colonies isolated on agar plates formed different morphological details. 
Preliminary analysis of bacterial phylogenetic diversity was performed with the 
fluorescence in situ hybridisation (FISH) method. The influence of addition of inorganic 
and organic nutrient on bacterial growth dynamics were studied on previously isolated 
bacteria in two laboratory experiments. The concentration of nutrient, total 
carbohydrates and protein were studied simultaneously with bacterial biomass and 
production. Mucus with high portion of polysaccharides served as an organic nutrient 
for bacteria. As consequence changes in carbohydrates concentration were observed 
probably duo to increased bacterial enzymatic activity, and in the same time bacterial 
consumption of released carbohydrates. Our preliminary results showed that the role of 
heterotrophic bacterial community is of great significance in the process of 
transformation of organic matter in marine ecosystem. 
 
KLJUČNE BESEDE: heterotrofne bakterije, bakterijska produkcija, celokupni ogljikovi 
hidrati, makroagregati, sluz, bakterijska razgradnja, Tržaški zaliv, Jadransko morje 
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Tržaški zaliv je najsevernejši del Jadranskega morja in ima zaradi svoje zaprtosti, 
plitvosti in številnih sladkovodnih pritokov, svojstvene oceanografske značilnosti. 
Hidrodinamični in meteorološki procesi vplivajo na horizontalno in vertikalno 
razporeditev hranilnih soli ter na razporeditev, vrstno sestavo in dinamiko avtotrofnih in 
heterotrofnih planktonskih organizmov v morju. 
 
Velika naseljenost ter zelo različne dejavnosti prispevajo k onesnaženosti Tržaškega 
zaliva, kar se odraža v slabšanju trofičnega stanja obalnega morja. Pojavljajo se 
različna nenavadna cvetenja, večje količine morskega snega in sluzastih mas ter 
pomanjkanje kisika v pridnenih slojih. Sluzaste mase v severnem Jadranu niso nov 
pojav, saj je bil pojav opisan že pred 250 leti. Prvi zapis sega v leto 1729, najrazličnejši 
viri so o njem večkrat poročali v 19. in 20. stoletju. Večje razsežnosti je pojav imel v 
letih 1988, 1989, 1991 in 2000. Mnogo večji odmev so mase sluzi v severnem Jadranu 
zaradi nevšečnosti, ki jih povzročajo v ribištvu in turistični dejavnosti imele v zadnjih 
desetih letih. Ekološke posledice so v začetnem obdobju, ko je sluz omejena na vodni 
sloj, vidne predvsem na pelaških organizmih. Ko se sluz posede na morsko dno, 
mehansko prekrije bentoške organizme, ki živijo na ali v dnu, in onemogoči normalne 
fiziološke procese (poškodovan filtratorski aparat, zamašene dihalne poti). Podoben 
pojav so zaznali tudi v drugih obalnih morjih, vendar nikjer ne dosega takšnega 
časovnega in prostorskega obsega.  
 
Čeprav o pojavu sluzi vemo že marsikaj, pa nam še vedno niso v celoti jasni mehanizmi 
nastanka, vzdrževanja in razpada polisaharidno bogatih organskih spojin sluzastih 
makroagregatov. Z mikrobiološkega vidika predstavlja organska snov v obliki 
polisaharidnih matriksov, možnost proučevanja vloge bakterij v samem procesu 
nastanka in razgradnje sluzi in istočasno proučevanje biokemičnih mehanizmov, ki 
vplivajo na kroženje snovi v ekosistemu. 
 
 
1.1 Izhodišča naloge 
 
Mikrobni delež živega sveta je običajno spregledan, kadar govorimo o pomembnih 
temah, kot so varstvo okolja, razvoj in vpliv globalnega turizma in industrializacije, ter 
njun vpliv na občutljive ekosisteme, čeprav mikroorganizmi presegajo druga živa bitja, 
tako po količini biomase, številčnosti, vrstni pestrosti in biogeokemičnih procesih v 
ekosistemih. Mikroorganizmi so pomembna komponenta v t.i. prehranski verigi ter 
istočasno zagotavljajo potek pomembnih procesov, kot je mineralizacija organskih snovi 
in kroženje za naš planet najpomembnejših elementov. 
 
Obstaja več različnih hipotez nastanka sluzi. Testirani so vplivi različnih dejavnikov, ki 
vplivajo na spremembe vrstne sestave fitoplanktona (Degobbis in sod., 1999), 
limitativnost hranil (Fajon in sod., 1999), lizo fitoplanktonskih celic (Baldi in sod., 1997), 
ali vpliva zmanjšanja predacijskih pritiskov (Malej & Harris, 1993). Povečana liza celic 
je bila potrjena z uporabo konfokalnega mikroskopa in različnih fluorescentnih 
molekularnih sond (Baldi in sod., 1997). V kontroliranih poskusih je bilo dokazano 
povečano izločanje raztopljenih sladkorjev in celokupnih sladkorjev v fazi porabe 
hranilnih soli fosforja (P limitativnosti) in istočasne zmanjšane bakterijske glukozidazne 
aktivnosti (Fajon in sod., 1999). Postavljena je bila hipoteza o vlogi bakterij in 
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razgradnji »slabo razgradljive organske snovi« (slow-to-degrade organic matter) (Azam 
& Fonda-Umani, 1999). Vse hipoteze so enotne glede nastanka in akumulacije 
raztopljene organske snovi (dissolved organic matter - DOM), ki je težko razgradljiva. 
Razumevanje procesov tvorbe organske ogljikove biomase in raztopljenega 
organskega ogljika ter njegove razgradnje je ključnega pomena pri proučevanju pojava 
sluzi v severnem Jadranu. Aluwihare in sod. (1997, 1999) so pokazali, da je delež 
visoko-molekularne DOM strukturno podoben aciliranim polisaharidom. Prikazali so 
produkcijo teh spojin pri različnih fitoplanktonskih in bakterijskih vrstah. Podobna 
makromolekularna struktura ogljikovih hidratov, acetatov in lipidov je značilna za 
mukusni matriks v severnem Jadranu (Kovač in sod., 1998). V času cvetenja 
fitoplanktona nastajajo večje količine organske snovi, ki lahko povzročijo nastanek 
sluzastih agregatov. Pomembno vlogo pri nastanku slabo razgradljivih polisaharidov 
imajo tudi bakterije. 
 
Razgradnjo sluzi v Severnem morju je raziskoval Janse (2000). Ugotovil je, da bi 
potencialno lahko prišlo do biorazgradnje vseh mukopolisaharidov, preden se začnejo 
agregirati in sedimentirati. Do tega ne pride zaradi odsotnosti mikrobne združbe 
prilagojene na razgradnjo mukopolisaharidov ter prisotnosti inhibitorskih substanc. 
Sezonska študija kvantitativne in kvalitativne razporeditve heterotrofne bakterijske 
združbe v severnem Jadranu (Zaccone in sod., 2002 ), z namenom ocenitve njihove 
specifične in trenutne variabilnosti ter njihove metabolične sposobnosti pri razgradnji 
organske snovi, je pokazala sezonsko sukcesijo glavnih bakterijskih skupin. 
Prevladovale so Gram negativne in nefermentirajoče bakterije v hladni sezoni ter 
Vibrionaceae in pigmentirane bakterije v poletnem obdobju. Samo okoli 20% 
bakterijskih rodov kaže glukozidazno aktivnost, zato se lahko polimeri ogljikovih 
hidratov akumulirajo. Mukopolisaharidni matriks se lahko razgradi le preko encimatske 
aktivnosti bakterij, drugi načini razgradnje niso znani. S pomočjo bakterijske razgradnje 




1.2 Namen naloge 
 
V diplomski nalogi smo v prvem delu ocenili prostorsko in časovno razporeditev 
bakterijske populacije v spomladanskem obdobju leta 2004 na dveh postajah v 
Tržaškem zalivu. Sledili smo tudi osnovnim oceanografskim, kemičnim in biološkim 
parametrom, ki lahko vplivajo na razporeditev in hitrost rasti heterotrofnih planktonskih 
bakterij. V obdobju pojavljanja polisaharidnih makroagregatov smo pregledovali vzorce 
z različnimi mikroskopskimi tehnikami. S klasičnimi gojitvenimi metodami smo izolirali 
dominantne vrste, ki so tvorile kolonije na gojišču za morske bakterije (ZoBell medij). 
 
Izolate dominantnih bakterijskih skupin smo v drugem delu naloge uporabili v dveh 
laboratorijskih poskusih. V prvem poskusu smo skušali oceniti vpliv dodatka 
anorganskih hranil (amonij, nitrat in ortofosfat) na hitrost rasti bakterij. V drugem 
poskusu smo opazovali hitrost razgradnje organsko bogate sluzi po dodatku večje 
koncentracije bakterij. Aktivnost bakterij smo dodatno stimulirali z dodatkom 
anorganskim hranil. Ocenili smo hitrost rasti heterotrofnih bakterij in merili 
koncentracije raztopljenih ogljikovih hidratov in proteinov v kontroliranih pogojih. 
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2 TEORETIČNE OSNOVE 
 
2.1 Pojav sluzastih makroagregatov v Tržaškem zalivu 
 
2.1.1 Zgodovinski pregled in opis pojava 
 
Opise o sluzastih masah, ki so preplavile obalne vode, najdemo v kronikah severno-
jadranskih mest že v 18. in 19. stoletju. V Sloveniji ga je prvi opisal Hadži v Proteusu 
(1934) in ga poimenoval »umazano morje«, prevod iz italijanščine »mare sporco«, kjer 
zapiše: »V poletnih mesecih, julij, avgust, se na morski površini pojavijo rumenkaste ali 
sivkaste krpe, ki dajejo vtis, da je morje onesnaženo. V tej dobi se vrši lov na sardele in 
ribiške mreže se neredko napolnijo z odvratnimi masami sluzi, da se trgajo, ko jih 
vlečejo iz vode, ter ribe uhajajo«. Kronološki pregled pojavljanja sluzi v severnem 
Jadranu je podan v Tabeli 1, dodani so podatki za leto 2002 in 2004. 
 
Tabela 1: Kronološki pregled pojavljanja sluzi v Jadranskem morju in popis prizadetih območij 
(Vir: Malej in sod., 2001a: 4). 
Leto Razširjenost Območje 
1729 lokalna Benetke, Rimini 
1744 lokalna Rimini 
1872 večja razširjenost severni Jadran (Trst-Pesaro) 
1880 večja razširjenost severni Jadran (Ravenna-Ancona) 
1891 večja razširjenost severni Jadran (Trst-Ancona) 
1901 lokalna Trst 
1903 lokalna Trst 
1905 večja razširjenost severni Jadran (Pesaro-Istra) 
1912 lokalna Benetke 
1920 večja razširjenost severni Jadran (Trst-Istra) 
1921 lokalna Trst 
1922 lokalna Istra 
1924 lokalna Trst 
1927 lokalna Benetke 
1929 lokalna Benetke, Rijeka 
1930 lokalna Trst 
1935 lokalna Benetke 
1941 lokalna Benetke 
1949 večja razširjenost severni Jadran (Trst-Pesaro) 
1960 Lokalna Cesenatico 
1983 lokalna Kvarner 
1988 večja razširjenost severni Jadran (Ancona-Istra-Kvarner) 
1989 večja razširjenost (Rimini-Istra-Kvarner) 
1991 večja razširjenost (Rimini-Istra-Kvarner) 
1997 večja razširjenost (Cesenatico-Istra) 
2000 večja razširjenost (Chioggia-Istra-Zadar) 
2002 lokalna Istra 




Pojav sluzi (Malej in sod., 2001a) na območju severnega Jadrana je praviloma omejen 
na pozno pomladansko in poletno obdobje. Leta 1997 je pojav trajal dlje (od začetka 
junija do začetka septembra) kot leta 2000 (začetek junija–sredina julija). Sluz se 
prične tvoriti kot posledica izločanja snovi, ki deluje kot nekakšno lepilo in lebdeče 
organizme ter nežive delce povezuje v velike splete, podvodne zavese in oblake. 
Običajno so sluzasti spleti in oblaki najgostejši v sloju termokline, med 10 in 20 m 
globine. Zaradi različnih presnovnih procesov se gostota sluzastih mas čez dan 
spreminja: če postanejo lažje, priplavajo na površino, gostejše potonejo v globlje sloje 
morja, manjši delež tudi na dno. Ločimo različne oblike sluzi: morski sneg, sluzasta 
mreža, sluzasti oblaki in površinska sluz, ki je obravnavana kot ločena kategorija. 
Danes obstajajo različna znanstvena in laična poimenovanja sluzastih tvorb: sluzasti 
agregati (makroagregati), sluzasti aglomerati, polisaharidni matriks, mukus, sluzi, 
umazano morje. Vendar pojav sluzi ni istoveten s cvetenjem morja, kjer se zaradi 
velike gostote enoceličnih organizmov, ki v vodi lebdijo (planktona), morje obarva 
zeleno, rjavo ali rdeče. 
 
Poleg spremljanja kemičnih in bioloških parametrov v morskem okolju je potrebno 
spremljati tudi fizikalne parametre, ki vplivajo na njihovo razporeditev. V letu 2000 so 
Malej in sod. (2001a) spremljali časovne in prostorske razsežnosti pojava sluzi v 
Tržaškem zalivu ter analizirali biološke in kemične značilnosti sluzi na različnih 
lokacijah in globinah Tržaškega zaliva. Opravili so analize mokre in suhe mase, 
vsebnost ogljika in dušika, analize klorofilne biomase in pigmentne sestave ter analize 
biološke sestave sluzi. Z različnimi pristopi so istega leta Malej in sod. (2001b) ocenili 
količino lebdeče snovi, vezane v sluzastih agregatih Tržaškega zaliva. V letu 2000 je 
sluz v povprečju pokrivala manj kot 2% morske površine. Količina ogljika med viškom 
pojava je znašala okoli 80 g C/m2. 
 
Na razvoj velike mase sluzi v severnem Jadranu vplivajo tudi okoljski dejavniki: razvoj 




2.1.2 Posledice pojavljanja sluzastih makroagregatov 
 
Pojav sluzastih makroagregatov negativno vpliva na naravno okolje ter človekove 




Slika 1: Vpliv sluzi n
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2.2 Pregled raziskav sluzastih makroagregatov 
 
2.2.1 Teorija nastanka 
 
Obstaja več teorij o izvoru nastanka sluzastih makroagregatov v Tržaškem zalivu 
(pregled Sellner in Fonda-Umani, 1999). Večina teorij nastanka sluzastih 
makroagregatov izpostavlja vlogo diatomej, ki pod določenimi pogoji izločajo velike 
količine eksudatov (Degobbies in sod., 1995). Že v starih publikacijah so natančno 
opisali enocelične kremenaste alge (Hadži, 1934), ki v določeni fazi svojega 
življenjskega cikla ali pod določenimi pogoji izločajo v okolje zaščitni ovojček iz rahle 
sluzi. Sluzasti ovojki posameznih celic se med seboj sprimejo v večje ali manjše 
sluzaste mase. Hadži je opisal tudi teorijo o kremenastih algah, ki živijo epifitsko na 
morskem dnu. Le te se ob prisotnosti hranil, ki jih prinesejo dotoki sladke vode in 
segrevanju morja izredno hitro namnožijo in obenem izločajo sluzaste ovojke. V sluzi 
so prisotni plinasti mehurčki, ki povzročijo, da se sluzaste krpe in alge dvignejo na 
površino. V sluzasto maso se nato nalepijo tudi drugi organizmi, same alge pa 
propadejo, ker nimajo ugodnih pogojev.  
 
Novejše raziskave vključujejo analizo različnih parametrov v morskem okolju, ki igrajo 
ključno vlogo pri nastanku polisaharidnega matriksa. Na razvoj velike mase sluzi vpliva 
majhna turbulenca ter sami tokovi v severnem Jadranu (Müller-Niklas in sod., 1994). 
Kopičenje sluzi povezujemo tudi z zmanjšano izmenjavo severno-jadranskih vod z 
južnim Jadranom v poletnem času, kar omogoča ohranjanje in kopičenje sluzastih mas 
(Malej in sod., 2001a). Na pojav sluzi vplivajo tudi vremenski pogoji. Agregati so »dolgo 
živeči« v stabilnem in toplem obdobju, ko je izoblikovana velika razslojenost vodne 
mase. Fizično se sluzasti makroagregati razgradijo/izginejo z večjimi vremenskimi 
motnjami (nevihte, burja) oziroma ob koncu poletja, ko se vodni sloji premešajo. 
Dolgoročen vpliv vremena je možen preko globalnih sprememb, ki vplivajo na klimo in 
s tem na pritoke reke Pad ter kroženje vodnih mas v severnem Jadranu. Poletni 
maestral in plimovanje potiskata proti obali površinske mase sluzi, kjer se lahko 
zgostijo v nekaj centimetrov debele sloje.  
 
Poleg fizikalnih parametrov je pomembna tudi kemična sestava, predvsem količina 
vnosa anorganskih spojin (razmerje N/P) in posebno vpliv vnosa reke Pad (Degobbis in 
sod., 1995). Veliko izločanje ekstracelularnih fotosintetiziranih produktov v poletnem 
času najverjetneje stimulira N/P razmerje, z vzpostavitvijo piknokline pa se material 
kopiči v globini od 10 do 15 m (Herndl, 1992; Myklestad, 1995).  
 
Po zadnjih raziskavah naj bi imele pri nastanku polisaharidnega matriksa sluzastih 
makroagregatov, pomembno vlogo bakterije in tudi virusi (Baldi in sod., 1997; 
Kaltenböck & Herndl, 1992; Leppard, 1995). S poskusi pri različnih fizikalnih in 
kemičnih pogojih so skušali nativne populacije diatomej in heterotrofnih bakterij privesti 
do stanja prekomernega izločanja eksudatov (Cauwet in sod., 1997; Ciglenečki in sod., 
2003; Fajon in sod., 1999; Malej & Harris, 1993). Oceanografski in kemični dejavniki 
skupaj vplivajo na dinamiko rasti fito- in bakterio- planktona. Mikroorganizmi imajo 
pomembno vlogo pri kroženju dušika, žvepla, fosfata, silicija in ogljika v morskem 




Bakterije v svojo okolico izločajo številne encime (proteaze, amilaze, lipaze, alfa- in 
beta- glukozidaze), ki razgradijo polimere makromolekul polisaharidnega matriksa 
(Kaltenböck & Herndl, 1992), vendar se aktivnost encimov lahko dnevno spreminja 
(Martinez in sod., 1996). Po drugi strani so matriks in delci ujeti v morskem snegu 
razpoložljiva površina (Leppard, 1995), ki omogoča vezavo bakterij. Produkcija in 
sproščanje težko razgradljive organske snovi s strani bakterij, ki so vezane na morski 
sneg, najverjetneje prispeva k tvorbi vlaknastega matriksa in lepi skupaj delce, kar se 
kaže kot tvorba velikih agregatov (Azam & Fonda-Umani, 1999). Pri tvorbi in 
obstojnosti sluzastih makroagragatov v anoksičnih pogojih igrajo ključno vlogo žveplo-
reducirajoče bakterije (Ciglenečki in sod., 2003). Ob prisotnosti sulfida so izolirane 
bentoške kremenaste alge intenzivneje izločale polisaharide, več alg je tudi liziralo v 
primerjavi z vzorci naravne sluzi. V kontroliranih pogojih so polisaharidi reagirali s 
sulfidom v sulfopolisaharide. 
 
Raziskave so pokazale, da se bakterijske združbe, ki naseljujejo morski sneg 
razlikujejo od tistih, ki jih navadno najdemo v prosti vodi (DeLong in sod., 1993; 
Riemann in sod., 1999). Morski sneg ne gre enačiti s sluzastimi agregati, vendar ga 
nekateri povezujejo z nastankom le teh (Fogg, 1995). Kot partikularna organska snov 
je podoben medij za rast heterotrofnih bakterij, ki so potencialno sposobne razgraditi 
polisaharidni matriks sluzastih makroagregatov (Azam, 1998; Leppard, 1995). 
 
 
2.2.2 Kemična sestava sluzi 
 
Kemične analize sluzi (Kovač in sod., 1998) so v preteklosti pokazale velik delež vode - 
več kot 95%. Delež organske snovi znaša od 18 do 57%, od tega vodotopni ogljikovi 
hidrati predstavljajo od 12 do 34% celotne snovi. V veliki meri je organski del sluzastih 
makroagragatov sestavljen iz polisaharidov, ki so slabo topni v vodi in odporni na 
kislinsko hidrolizo. SEM_EDS analize (scanning electron microscopy with energy 
dispersive X-ray spectrometer) so pokazale še prisotnost ionov morske vode, kalcita in 
mineralov glin (Na, Cl, C, O Mg, Al, Si, S, K in Ca). Organski del makroagregatov v 
severnem Jadranu v pozni jeseni je po FT-IR in H1-NMR spektru (Kovač in sod., 2001) 
sestavljen iz alifatskih verig in polisaharidov vezanih preko esterskih in amidnih skupin 
ter organosilikatnih spojin. V manjši meri so prisotni še proteini, aromatske spojine in 
majhen delež lipidov. Aglomeracija in stabilnost makroagregatov je najverjetneje 
povečana z interakcijo med organsko snovjo in mineralnimi delci, ki jih sestavljajo 
kalcit, silicij in minerali glin. Po H1-NMR spektru na trenutno razliko v sestavi 
makroagregatov vpliva relativno povečanje odstotka organosilikatnin spojin in alifatskih 
spojin, vezanih na ogljikove hidrate z estrsko in amidno vezjo ter povečanim razmerjem 
med alifatsko strukturo in ogljikovimi hidrati. Začasno znižanje vsebnosti ogljikovih 
hidratov je najverjetneje posledica mikrobiološke in fotokemične razgradnje rezervnih 
polisaharidov v poletnem stratificiranemu vodnemu stolpcu, ko sta produkcija 
makroagragatov in sedimentacija nizka. Analiza monosaharidov (Faganeli in sod., 
1995) kaže prevladujočo vsebnost glukoze 62% sledijo manoza, fruktoza, galaktoza, 





2.2.3 Biološka sestava sluzi 
 
V analizi sluzi severnega Jadrana (Baldi in sod., 1997) so s svetlobnim in 
epiflourescentnim mikroskopom prepoznali različne mikroalge, cianobakterije in 
heterotrofne bakterije. Med mikroalgami so prevladovale kremenaste alge: 
Cylindrotheca closetium, Rhizosolenia alata f. gracillima in R. fragilissima. Med 
cianobaketrijami so bile najpogostejše vrste Synechococcus. Rath in sod. (1998) so z 
molekularnimi metodami določili filogenetsko pripadnost bakterij, ki naseljujejo 
suspendirane morske makroagregate. Vrstna sestava je zelo raznolika, prevladovale 
so skupine: Planctomyces, Cytophaga-Flavobacteria-Bacteroides (CFB) ter alfa-, 
gama-, delta- in epsilon- Proteobacteria. Iz rezultatov je mogoče sklepati, da je 
posledica bakterijske kolonizacije suspendiranih makroagregatov kompleksna in 
raznovrstna skupnost, kjer so specifični rodovi, kot je CFB, navadno vedno prisotni. 
Morski sneg severnega Jadrana (Heissenberger in sod., 1996) je zelo bogat z 
bakterijami, ki so nanj pritrjene. Velik delež teh bakterij (70%) ima kapsidno ovojnico, 
veliko vsaj pol premera bakterijske celice, in tako bakterije najverjetneje močno 
prispevajo k polisaharidnemu matriksu morskega snega. Tudi raziskave Zaccone in 
sod. (2002) so pokazale sezonsko sukcesijo glavnih bakterijskih skupin, s prevlado 
Gram negativnih in nefermentirajočih bakterij v hladni sezoni (april-januar) in porastom 
skupine Vibrionaceae in pigmentiranih bakterij v poletju. Večje sezonske variacije so 
bile na postajah, ki so bile pod vplivom pritoka rek. Bakterijska združba kaže večjo 
raznovrstnost za hidrolizo organskih polimerov na postajah odprtih voda v primerjavi z 
obalnimi vodami. Več kot 60% izoliranih heterotrofnih bakterij kaže peptidazno, lipazno 
in fosfatazno encimsko aktivnost skozi celo sezono, ki pa se poveča v toplejšem 
obdobju (junij-oktober). Alfa- in beta- glukozidazni bakterijski potencial je bil manjši 
(povprečno 20%) in kaže skozi leto različno obnašanje. Ker le okoli 20% bakterijskih 
rodov kaže glukozidazno aktivnost, se lahko polimeri ogljikovih hidratnov, kot je mukus, 
akumulirajo. Zgoraj navedeni podatki veljajo za bakterije, ki jih je raziskovalcem uspelo 
gojiti na ploščah trdega agarja, le te zajemajo od 0,1 do 22% vseh bakterij v morskem 
okolju. V raziskavi Heissenbergaerja in sod. (1996) je bila opravljena analiza morskega 
snega severnega Jadrana s transmisijskim elektronskim mikroskopom (TEM). TEM 
slike so pokazale fibrilarno povezavo med algami, bakterijami ter organskimi in 
anorganskimi delci, ki jih izločajo diatomeje (predvsem Chaetoceros sp.). Ker je 
številčnost bakterij v morskem snegu v začetni fazi velika, ima kapsidna ovojnica pri 
bakterijah, vezanih na morski sneg, veliko vlogo pri fizikalni in kemični zgradbi 
polimernega matriksa morskega snega. V vzorcu 5% bakterij ni imelo kapsule, 42% 
bakterij je imelo kapsulo, ki je bila večja od samega premera celice. V prosti vodi je 
imelo 12% bakterij popolnoma razvito kapsulo, pri 37% bakterij kapsula ni bila vidna. 
 
Fenomen nastanka sluzi je zgodovinsko in časovno dobro opisan. Podanih je več teorij 
o nastanku, ki se ne izključujejo, temveč se med seboj dopolnjujejo. Zelo malo 
podatkov pa je na razpolago o razgradnji sluzi, oziroma razgradnji morskega snega. 
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3 EKSPERIMENTALNI DEL 
 
3.1 Opis raziskovalnega področja 
 
Slovensko morje je del Tržaškega zaliva, ki je sorazmerno plitev morski bazen, globino 
30 m doseže le na posameznih mestih. Posledica tega je majhna relativna prostornina 
vodnega telesa, ki omogoča atmosferskim dejavnikom hiter in močan vpliv na slanost 
in temperaturo. Ena od značilnosti severno-jadranskih voda (vključno s Tržaškim 
zalivom) je, da so praviloma bogatejše s hranilnimi solmi kot drugi deli Jadrana. Obalno 
morje Piranskega in Koprskega zaliva sprejema z omenjenimi celinskimi vodami velike 
količine suspendiranih delcev in hranilnih soli, kar povzroča ne samo razmeroma 
visoko stopnjo motnosti, ampak tudi visoko naravno bioproduktivnost. Za celotno 
območje obrežnega pasu in njegovo neposredno zaledje so značilni gosta poselitev, 
mestoma intenzivno kmetijstvo, industrija, turizem in različne storitvene (pogosto 
konfliktne) dejavnosti. Vse to se kaže v količini komunalnih in industrijskih odpadnih 
voda, ki se izlivajo v morje in tako močno vplivajo na ekološke procese ter na stanje 
morja.  
 
Za Tržaški zaliv so značilna velika nihanja temperature (od 7 do 27°C) in slanosti. 
Najnižje so temperature v februarju, nato se do aprila temperatura dviga z izmenjavo 
toplejše južne vode. Aprila se začne segrevanje in razslojevanje vodnih slojev in traja 
vse do avgusta, ko se prične voda na površini ohlajati ter v oktobru in novembru 
doseže izotermijo. Tako kot za temperaturo velja tudi za večletna povprečja mesečnih 
slanosti, da so slanosti zunanjih postaj podobne notranjim. Nihanja slanosti so 
najmočneje izražena v površinskem sloju (od 29,5 do 38 psu), medtem ko se pri dnu 
gibljejo od 36 do 38 psu. Višje slanosti nastopajo v zimskih mesecih (januar, februar) 
po vsem vodnem stolpcu, najnižje pa so v obdobju maj-julij ter septembra in oktobra v 
površinskem sloju. Koncentracije nitrata se gibljejo od 0,2 do 20 µmol/L, visoke so 
pozimi, nizke poleti in ponovno narastejo pozno jeseni. Hranilne soli fosforja so v 
celotnem severnem Jadranu nizke (od 0,01 do 0,5 µmol/L, in pod mejo detekcije) ter 
občasno predstavljajo omejujoč element za rast fitoplanktonskih celic - primarnih 
proizvajalcev. Vrednosti so dokaj izenačene v površinskem sloju in pri dnu, dinamika 
pa različna tako med posameznimi meseci kot tudi med leti (Turk in sod., 2005). 
 
Vrednosti fitoplanktonske biomase, izražene kot klorofil, se gibljejo od 0,28 do 8,79 µg 
Chla/L, najvišje vrednosti so februarja ali marca. Najvišje vrednosti praviloma 
sovpadajo z nizko slanostjo in najvišjimi koncentracijami nitrata v površinskem sloju 
morja. Južni del Tržaškega zaliva naseljuje mikroflagelatno - diatomejski tip 
fitoplanktonske združbe. Spomladanski in jesenski viški so povezani s porastom števila 





3.2 Materiali in metode 
 
3.2.1 Vzorčenje na terenu 
 
Za določitev populacijske dinamike heterotrofnih morskih bakterij so bili odvzeti vzorci 
morske vode v različnem časovnem obdobju in na različnih vzorčnih mestih v 
Tržaškem zalivu. Izbor vzorčevalnih postaj je opisan v Tabeli 2 in prikazan na Sliki 2.  
 
Tabela 2: Izbor vzorčevalnih postaj v Tržaškem zalivu s koordinatami in globino. 
Koda postaje Zemljepisna širina Zemljepisna dolžina Globina postaje (m) 
F 45°32,30` 13°33,00` 24 
CZ 45°37,40` 13°37,93` 21 
 
 
Slika 2: Prikaz vzorčevalnih postaj v Tržaškem zalivu (Vir: arhiv MBP/ NIB). 
 
Vzorčevalno mesto F je pod vplivom vnosa oligotrofnih vod južnega Jadrana. Postaja 
CZ pa je postavljena v sredini Tržaškega zaliva. 
 
Vzorci morske vode so bili odvzeti: 14. aprila, 11. maja, 15. junija in 14. julija 2004 z 
vzorčevalnikom Niskin (plovilo in oprema Morske biološke postaje, Nacionalnega 
inštituta za biologijo Sagita, MBP/NIB). 
 
Na postaji F so bili odvzeti vzorci na globinah: 0,3 m, 5 m, 10 m, 15 m in dno.  





3.2.2 Fizikalno - kemične meritve 
 
Na samem mestu odvzema vzorca smo izmerili temperaturo morja s CTD sondo 
(CTD=Conductivity, Temperature, Depth; Center for Waster Research, Avstralija), 
prosojnost (transparenco) vode po standardnem postopku s ploščo Secchi in slanost 
vode, ki se izračuna iz električne prevodnosti vode. 
 
Vzorci morske vode so bili v 5 L steklenih steklenicah pripeljani na MBP/NIB, kjer so 
bile v čim krajšem času opravljene analize splošnih fizikalno - kemičnih in bioloških 
parametrov. Koncentracije hranilnih soli dušika (amonij, nitrit in nitrat), fosforja 
(ortofosfat in celokupni fosfor) in silicija so določali kolorimetrično po metodi Glasshoff 




3.2.3 Mikrobiološke analize 
 
Določanje števila bakterij 
 
Za določanje števila bakterij smo uporabljali dve metodi: 
- indirektno metodo štetja kolonij na ploščah trdnega gojišča za morske bakterije 
in  
- direktno metodo štetja celic z epifluorescentnim mikroskopom. 
 
Za določanje števila kolonij bakterij smo uporabljali klasično metodo gojenja na gojišču 
za morske bakterije ZoBell 2216E (ZoBell, 1941).  
 
Sestava:  
o pepton 5 g 
o kvasni ekstrakt 1 g 
o agar 15 g 
o FePO4 0,1 g 
o filtrirana morska voda (filter GF/F, Whatman) 750 mL 
o destilirana voda 250 mL 
o pH 7,6 
 
Na gojišča smo z aseptično tehniko razmazali različne volumne podvzorca morske 
vode (0,1 mL, 0,01 mL, oz. 0,001 mL). Gojišča smo inkubirali pri sobni temperaturi in v 
temi 21 dni. Število bakterij v vzorcu smo izrazili s številom zraslih kolonij CFU (colony 
forming units) na volumen vzorca (CFU/L). Dominantne bakterijske kolonije smo 
izolirali in jih označili s kratico ADR in zaporedno številko od 1 do 30. 
 
Vzorce za štetje bakterij z epifluorescentnim mikroskopom, smo takoj po vzorčenju 
fiksirali s formalinom (končna koncentracija 10%) in jih postavili v hladilnik pred 
nadaljnjo analizo. Ustrezne volumne fiksiranih vzorcev (od 1 do 8 mL vzorca) smo 
pripravili in barvali s 4`,6-diamino-2-fenilidol (0,1M DAPI) po metodi Porter & Fleig 
(1980). Po končanem barvanju smo vzorec filtrirali na polikarbonatni filter (premer 25 
mm; velikost por 0,2 µm, Poretics). Filtre smo pregledovali z epifluorescentnim 
mikroskopom Olympus BX51 (vir svetlobe 50W HBO, vzbujevalni filter B365 in zaporni 
filter FT390) pri 2000-kratni povečavi. Vsako vidno polje smo poslikali s pomočjo 
kamere (Image System DP70) in rezultate obdelali s pomočjo programskega orodja. 
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Na 90 naključno izbranih poljih (velikost vidnega polja: 628 µm2) smo prešteli celice 
različnih oblik: paličaste, kokoidne in spiralne oblike bakterijskih celic. 
 
Iz povprečne vrednosti števila bakterij na vseh preštetih poljih smo podali rezultat, kot 






=        (3.1) 
 
N – število celic na liter vzorca (št.celic/L) 
ā – povprečno število bakterijskih celic 
F – površina filtra (µm2) 
V – volumen vzorca (L) 
P – površina vidnega polja (µm2) 
 
S pomočjo števila bakterijskih celic smo z upoštevanjem faktorja 19,8 fg C/celico 
izračunali bakterijsko biomaso (Lee & Fuhrman 1987). 
 
 
Določanje hitrosti rasti bakterij 
 
Hitrost rasti bakterijske populacije smo ocenjevali z določanjem bakterijske produkcije 
preko vgrajevanja radioaktivno označenega timidina v novo DNA in vgrajevanja 
radioaktivno označenega leucina v nove proteine matične in hčerinske DNA. 
 
Ocenjevanje bakterijske produkcije z radioaktivno označenimi spojinami 
Bakterijsko produkcijo smo merili z metodo vgrajevanja radioaktivno označenega 
timidina (Fuhrman & Azam 1982) in z metodo vgrajevanja radioaktivno označenega 
leucina (Smith & Azam, 1992). Za vsak podvzorec smo naredili po tri ponovitve. 
Podvzorcu, ki je služil kot kontrola (5 mL) smo takoj dodali 0,89 µL TCA ter pustili stati 
10 min, s tem smo podvzorec fiksirali.  
 
Podvzorcu morske vode (1,7 mL) smo dodali 5,1 µL 3H-Thy (sp. aktivnost 79 Ci/mmol), 
oziroma 5,1 µL 3H-Leu (sp. aktivnost 152 Ci/mmol). Vse vzorce smo inkubirali 60 min v 
temi pri 18°C. Po inkubaciji smo reakcijo v vzorcu prekinili z dodatkom 0,89 µL 100% 
TCA. Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali 10 min pri 15000 g. Supernatant smo 
odstranili in oborino sprali z 1,5 mL ledeno hladne 100% in 5% TCA. Po centrifugiranju 
smo supernatant odstranili, ter dodali 1,7 mL scintilacijske mešanice (Ultima Gold XR). 
Radioaktivnost vzorcev smo izmerili s tekočinskim scintilacijskem števcem (Canberra 
Packard TriCarb Liqid Scintillation Analyzer, model 2500 TR).  
 
Iz izmerjenih vrednosti radioaktivnosti vgrajenega timidina v dpm enotah (disintegration 
per minute) smo ocenili bakterijsko produkcijo po enačbi: 
 
X = R * SA-1 * k      (3.2) 
 
X – množina vgrajenega 3H-Thy (mol) 
R – radioaktivnost (dpm) 
SA – specifična aktivnost 3H-Thy (Ci/mmol) 
k – 4,5 x 10-13 (število Ci/dpm) 
 
Število novo nastalih celic v časovni enoti (št.celic/L/h) smo preračunali iz množine 




Iz izmerjene radioaktivnosti vgrajenega leucina v dpm enotah (desintegration per 
minute) smo izračunali bakterijsko produkcijo 3H-Leu po enačbi: 
 
Xp = R * SA-1 * M (Leu)      (3.3) 
 
Xp – bakterijska produkcija 3H-Leu (g) 
R- radioaktivnost (dpm) 
SA – specifična aktivnost 3H-Leu (Ci/mmol) 
M (Leu) – molska masa leucina (g/mol) 
 
Bakterijsko produkcijo smo izračunali, tako da smo 3H-Leu pomnožili s faktorjem 0,86 
(Simon & Azam, 1989). 
 
Metoda vgrajevanja radioaktivno označenega timidina (3H-Thy), temelji na ocenjevanju 
hitrosti bakterijske vgradnje radioaktivno označenega timidina v novo nastalo DNA, 
medtem ko metoda vgrajevanja radioaktivno označenega leucina (3H-Leu) temelji na 
ocenjevanju hitrosti bakterijske sinteze proteinov v matični in hčerinski celici.  
 
 
Uvrščanje bakterijskih kultur v filogenetske skupine 
 
Za filogenetsko določanje bakterij smo uporabili metodo fluorescence in situ 
hibridizacije (FISH), ki s specifično vezavo sintetičnih oligonukleotidnih sond na 
bakterijsko ribosomalno RNA (5s rRNA, 16s rRNA oziroma 23s rRNA podenoto), 
omogoča razvrščanje bakterij v skupine. Oligonukleotidne sonde (Southwick in sod., 
1990), ki se jih uporablja pri FISH metodi, so običajno dolge od 15 do 30 nukleotidov in 
so na 5`-koncu vezane na molekulo fluorescentnega barvila. Običajna barvila so: 
flourescein, tetrametilrodamin, Teksas rdeče in ogljikocianidna barvila, kot so Cy3 ali 
Cy5. Ogljikocianidna barvila (Cy3 in Cy5) so zelo povečala občutljivost FISH metode. 
 
Oligonukleotidne sonde smo uporabili za filogenetsko analizo dominantnih bakterijskih 
skupin, izoliranih na trdnem ZoBell gojišču iz morske vode v obdobju pojavljanja 
sluzastih makrogregatov. Cy3 označene sintetične ologonukleotidne sonde so bile 
nabavljene pri Interactiva (Ulm, Nemčija). Sekvence sintetičnih oligonukleotidnih sond 
so podane v Tabeli 3.  
 
Tabela 3: Uporabljene sintetične oligonukleotidne sonde 
FISH sonda Skupina Nukleotidna sekvenca (5`-3` ) sonda 
EUB 338 bakterije GCT GCC TCC CGT AGG AGT 
EUB 338-II bakterije GCA GCC ACC CGT AGG TGT 
EUB 338-III bakterije GCT GCC ACC CGT AGG TGT 
CF 319a rod Cytofaga – Flaviobacterium  TGG TCC GTG TCT CAG TAC 
NON 338 negativna kontrola ACT CCT ACG GGA GGC AGC 
GRb skupina rodobakter GTC AGT ATC GAG CCA GTG AG 
Ntspa 712 nitrifikacijske bakterije CGC CTT CGC CAC CGG CCT TCC 
cNtspa 712 nitrifikacijske bakterije CGC CTT CGC CAC CGG TGT TCC 
neu  CCC CTC TGC TGC ACT CTA 
Nso 1225  CGC CAT TGT ATT ACG TGT GA 
GV skupina vibrijev AGG CCA CAA CCT CCA AGT AG 
ALF 1b alfa- proteobakterije CGT TCG TTC TGA GCC AG 
cBET 42a beta- proteobakterije GCC TTC CCA CAT CGT TT 
cGam 42a gama- proteobakterije GCC TTC CCA CTT CGT TT 
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Priprava vzorcev bakterijskih kultur za FISH 
Vzorcu bakterijskih kolonij smo najprej odstranili ostanke gojišča, tako da smo 
bakterijsko kolonijo prečistili v 1,5 mL filtrirane morske vode (velikost por 0,22 µm, 
Millex) in vzorec centrifugirali 8 min pri 13200 rpm, to smo ponovili 2-krat. Spran 
vzorec, smo nato fiksirali s formalinom (končna koncentracija 10%) ter shranili v 
hladilnik (najmanj 1 uro pred nadaljnjo uporabo). Fiksiran vzorec (od 1 do 5 mL) smo 
filtrirali na polikarbonatni filter (premer 25 mm; velikost por 0,2 µm, Poretics). 
Membranski filter smo nato spirali 2-krat s 3 mL 3 x PBS, 3 mL 1 x PBS in 3 mL 
destilirane vode, v navedenem vrstnem redu, vsako od raztopin smo posebej odfiltrirali. 
Filter smo nato osušili ter ga shranili v zamrzovalniku na – 20°C. 
 
Hibridizacija FISH sonde s celično rRNA na membranskem filtru  




o 360 µL NaCl (5M) 
o 40 µL Tris/ HCl (pH = 7,2 – 8) 
o 700 µL formamid (35%) 
o 500 µL destilirane vode 
o 400 µL Blocking solution 
o 2 µL SDS (10%) 
 
Hibridizacijska mešanica: 
o 8 µL probe 
o 80 µL hibridizacijske tekočine 
 
Tekočina za spiranje: 
o 1000 µL Tris/HCl 
o 700 µL NaCl (5M) 
o 500 µL EDTA 
o 47,8 mL destilirane vode 
o 25 µl SDS (20%)  
 
Pripravljen membranski filter z bakterijskimi celicami smo razrezali na koščke in te 
položili na objektno steklo ovito s parafilmom, da filtri ne drsijo. Na koščke filtra smo 
odpipetirali hibridizacijsko mešanico ter objektno steklo previdno postavili v 50 mL 
epruveto s papirjem, po katerem smo razlili 2 mL hibridizacijske tekočine - s tem 
preprečimo izsušitev membranskega filtra. Tako pripravljene filtre smo postavili v 
inkubacijsko peč za 1,5 ure pri 46°C. Pripravljeno tekočino za spiranje smo postavili v 
vodno kopel (48°C). Po končani inkubaciji smo filtre prestavili v tekočino za spiranje in 
nato v vodno kopel za 20 minut. Po inkubaciji smo filtre dvakrat sprali v destilirani vodi 
in jih osušili na zraku. Suhe filtre smo barvali z DAPI (inkubacija 3 minute). Po barvanju 
smo filtre še enkrat sprali v destilirani vodi ter jih posušili na zraku. Tako pripravljene 




3.2.4 Analize ogljikovih hidratov in proteinov 
 
Določanje koncentracije celokupnih ogljikovih hidratov 
 
Koncentracijo celokupnih ogljikovih hidratov (TCHO) smo določali z reakcijo fenol - 
žveplene kisline (Strickland & Parsons, 1972). Na spektrofotometru Perkin Elmer 
UV/VIS Lambda 14 (5 mL kiveta) smo izmerili absorbanco pri 490 nm. 
 
Dnevno smo odvzeli tri paralelne vzorce po 1 mL iz vsake steklenice, opisane v 
poskusu 3.3.2. Slepi vzorec je vseboval zgolj filtrirano morsko vodo (filter 0,22 µm, 
Millex). Vzorce smo centrifugirali 5 min pri 12000 rpm, nakar smo supernatant 
odpipetirali v elenmajerco, dodali 1 mL fenola in 5 mL absolutne H2SO4. Dobro 
premešano reakcijsko mešanico smo pustili stati 20 min. Mešanici smo na 
spektrofotometru izmerili absorbanco.  
 
Z meritvami absorbance standardne raztopine glukoze (GLC) znanih koncentracij 
(1,56; 3,13; 6,25; 25,0; 50,0 in 100,0 µg/mL), smo določili umeritveno krivuljo (Slika 3), 
s pomočjo katere smo izračunali koncentracijo ogljikovih hidratov v vzorcih. 
 
 


















Slika 3: Umeritvena krivulja za določanje koncentracij celokupnih ogljikovih hidratov (TCHO. 
Absorbanca (A) v odvisnosti od koncentracije (c) standardne raztopine glukoze (GLC) pri 





Določanje koncentracije proteinov 
 
Koncentracijo raztopljenih proteinov smo določali s kalorimetričnim merjenjem po 
Bradfordu, kot določa proizvajalec Bradfordovega reagenta, Sigma. Na 
spektrofotometru Pulkin Elmer UV/VIS Lambda 14 (5 mL kiveta) smo izmerili 
absorbanco pri 595 nm. 
 
Dnevno smo odvzeli tri paralelne vzorce po 1 mL iz vsake steklenice, opisane v 
poskusu 3.3.2. Slepi vzorec je vseboval zgolj filtrirano morsko vodo (filter 0,22 µm, 
Millex). Vzorce smo centrifugirali 5 min pri 12000 rpm, nakar smo supernatant 
odpipetirali v epruveto in dodali 1 mL Bradfordovega reagenta. Dobro premešano 
reakcijsko mešanico smo pustili stati 10 min. Vzorcu smo na spektrofotometru izmerili 
absorbanco.  
 
Z meritvami absorbance standardne raztopine proteina BSA (bovin serum albumin) 
znanih koncentracij (2,5; 5; 10; 15 in 20 µg/mL) smo določili umeritveno krivuljo (Slika 
4), s pomočjo katere smo izračunali koncentracijo proteinov v vzorcih. 
 

















Slika 4: Umeritvena krivulja za določanje koncentracije proteinov. Absorbanca (A) v odvisnosti 
od koncentracije (c) standardne raztopine proteina bovin serum albumina (BSA) pri valovni 






3.3 Poskus določitve vpliva hranil na rast bakterijske populacije 
 
Za določitev vpliva hranil na dinamiko rasti heterotrofnih bakterij smo opravili dva 
ločena poskusa z domimantnimi bakterijskimi kulturami, ki smo jih izolirali v morski vodi 
v obdobju nastajanja sluzi. 
 
V prvem poskusu smo mešano populacijo bakterij nacepili v aseptično morsko vodo in 
jih gojili pri naravnih koncentracijah hranilnih soli ali v pogojih dodatka anorganskih soli. 
 
V drugem poskusu smo spremljali časovne spremembe koncentracij ogljikovih hidratov 
in proteinov ob prisotnosti povišanega števila bakterij. Bakterijsko rast in aktivnost smo 
dodatno stimulirali z dodatkom anorganskih soli.  
 
 
3.3.1 Poskus določitve vpliva anorganskih hranil na rast bakterijske populacije 
 
Na referenčnem vzorčnem mestu (postaja F) smo odvzeli vzorec morske vode. Štiri 
litre morske vode smo isti dan prefiltrirali skozi stekleni filter (GF/F, Whatman) ter 2-krat 
skozi filter velikosti por 0,22 µm (Millipore). Filtrirano vodo smo nalili v dve inkubacijski 
polikarbonatni steklenici (2 L - Nalgen), ki smo ju predhodno sprali z 1% raztopino HCl, 
da smo odstranili vse ostanke organskega materiala v posodi.  
 
V obe steklenici s filtrirano morsko vodo, smo nacepili bakterijsko populacijo (mešanica 
prečiščenih kultur kolonij: ADR 4, ADR 14 in ADR 28). Pri tem v steklenico, označeno z 
A nismo dodali hranil, steklenici označeni z B, pa smo dodali anorganska hranila s 
končno koncentracijo 0,12 µmol/L ortofosfata (PO43-), 1,02 µmol/L nitrata (NO3-) in 0,36 
µmol/L amonija (NH4+). Inkubacijske posode smo inkubirali in situ v morski vodi pred 
Morsko biološko postajo, Piran na globini 2-3 m. Poskus je trajal od 19. oktobra do 28. 
oktobra 2004.  
 
Prvo vzorčenje je potekalo tik pred postavitvijo posod v morje (dan 0), nato smo vzorčili 
še 1., 2., 3., 6. in 7. dan trajanja poskusa. Vsakokrat smo iz steklenic odvzeli 50 mL 
podvzorca za analizo bakterijske produkcije in določitev velikosti bakterijske populacije. 






3.3.2 Poskus vpliva bakterijske populacije na razgradnjo sluzi 
 
Na vzorčnem mestu BF, globina 10 m, smo odvzeli vzorec morske vode. Morsko vodo 
smo prefiltrirali skozi stekleni filter (GF/F Whatman) ter 2-krat skozi filter, velikost por 
0,22 µm (Millipore). Sluz je bila odvzeta 1. julija 2004 na vzorčnem mestu BF in 
zamrznjena na (-20°C) v čim krajšem času. Pred poskusom smo sluz odtalili in jo 
centrifugirali 10 min pri 10000 rpm in jo liofilizirali. Po liofilizaciji smo jo mehansko 
homogenizirali v terilnici, tako da smo dobili čim bolj homogen vzorec sluzi. 
 
V tri sterilne steklenice smo dodali 400 mL prefiltrirane morske vode ter v vse tri 
steklenice nacepili bakterijsko populacijo (mešanica prečiščenih kultur kolonij: ADR 7, 
ADR 9, ADR 19 in ADR 20). Steklenica s filtrirano morsko vodo in bakterijami brez 
dodatka hranil in sluzi služi kot kontrola (steklenica K). V drugo steklenico smo dodali 
še 400 mg liofilizirane sluzi (steklenica M). V steklenico z oznako MA smo v filtrirano 
morsko vodo z bakterijsko kulturo dodali poleg 400 mg liofilizirane sluzi še anorganske 
soli. Začetna koncentracija anorganskih soli je bila 0,12 µmol/L ortofosfata (PO43-), 1,02 
µmol/L nitrata (NO3-) in 0,36 µmol/L amonija (NH4+). Tako pripravljene steklenice smo 
inkubirali in vitro v temi pri temperaturi 25°C, v rastni komori na stresalniku. Poskus je 
trajal od 15. marca do 22. marca 2005. 
 
V različnih časovnih presledkih smo odvzemali podvzorce za analizo bakterijske 
produkcije in velikosti bakterijske populacije ter za spektrofotometrično določanje 
koncentracije ogljikovih hidratov in proteinov. Prvo vzorčenje je potekalo 1 uro po 
postavitvi poskusa (dan 0), nato smo vzorčili še 1., 2., 3., 6. in 7. dan trajanja poskusa. 
Vsakokrat smo iz čaš odvzeli 25 mL podvzorca za nadaljnje analize. 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
4.1 Dinamika bakterioplanktona v Tržaškem zalivu 
 
Za določitev populacijske dinamike heterotrofnih morskih bakterij so bili odvzeti vzorci 
morske vode v različnem časovnem obdobju in na različnih vzorčnih postajah v 
Tržaškem zalivu. V juniju je bilo zabeleženo pojavljanje sluzastih makroagregatov v 
celotnem Tržaškem zalivu. Nativne vzorce sluzi smo opazovali pod mikroskopom. V 
času pojavljanja sluzastih makroagregatov smo na trdnem gojišču ZoBell vzgojili 
dominantne bakterijske kulture. Na ploščah so bakterije izoblikovale različne oblike 
kolonij. Prečiščene kulture bakterij smo opazovali z epifluorescentnim mikroskopom in 
jih skušali z FISH metodo uvrstiti v filogenetske skupine. 
 
 
4.1.1 Osnovne fizikalno kemične in biološke razmere v Tržaškem zalivu 
spomladi 2004 
 
V okviru programa rednega spremljanja fizikalno-kemičnih in bioloških razmer v 
Tržaškem zalivu smo v letu 2004 opravili meritve časovne in prostorske porazdelitve 
heterotrofne bakterijske populacije. Natančen opis rezultatov fizikalno-kemičnih in 
bioloških analiz za leto 2004 so podani v poročilih »Monitoring kakovosti morja, 
brakičnih voda in voda za življenje in rast morskih školjk in morskih polžev v letu 2004« 
(Mozetič in sod., 2005) in »Kakovost morja in kontrola onesnaženja: Letno poročilo 
2004« (Turk in sod., 2005). 
 
Za namen naloge smo izbrali osnovne podatke za boljše razumevanje vpliva na 
prostorsko in časovno razporeditev bakterijske populacije v obalnih vodah Tržaškega 
zaliva. 
 
V obdobju spremljanja razmer je bila na obeh postajah najnižja izmerjena temperatura 
marca (8°C), ki je počasi naraščala do julija (23°C). Slanost se je spreminjala od 37 do 
38 psu. Tudi v golobjih slojih smo zaznali majhne spremembe slanosti (od 36,5 do 37 
psu). Segrevanje morske vode je hitrejše v površinskih slojih, kar povzroči različno 
gostotno razporeditev in razslojenost vodnih mas. Piknoklina se je na postaji CZ 
oblikovala v maju, na postaji F pa v juliju. Koncentracije nitrata so bile na obeh postajah 
nizke (od 1 do 5 µmol/L), povišane koncentracije so bile izmerjene v marcu in maju. 
Vrednosti anorganskega fosfata so bile nizke in so od aprila proti juliju nihale (od 0,05 
do 0,16 µmol/L). Fitoplanktonska biomasa, izražena v koncentracije pigmenta klorofila 
(Chla) je od aprila do junija naraščala od 1 do 3 µg Chla/L. Različna razporeditev 
klorofilne biomase je razvidna tudi iz satelitskih posnetkov za celotno področje 








lika 5: Razporeditev klorofilne biomase prikazane s satelitskimi posnetki na področju 








celice. 89-94% celokupnega števila fitoplanktonskih celic predstavljajo mikroflagelati, 
katere vrstna sestava ni povsem znana. Na osnovi kvantitativnih in kvalitativnih analiz 
pigmentne sestave vzorcev morske vode, določene z metodo HPLC (high performance 
liquid chromatography), lahko sklepamo, da v tem obdobju prevladujejo mikroflagelati 
iz skupine primnezioficej (visok delež 19´-heksanoiloksifukoksantin). Delež 
kremenastih alg je v tem obdobju predstavljal le 10% števila fitoplanktonskih celic, kar 






4.1.2 Prostorska in časovna razporeditev bakterijske populacije 
 
Prostorsko in časovno razporeditev bakterijske populacije smo opazovali na dveh 
vzorčevalnih postajah v Tržaškem zalivu v obdobju od aprila do julija. Rezultati 
njihovega števila na posameznih globinah so prikazani na Sliki 6 za postajo F in na 
Sliki 7 za postajo CZ. 



















Slika 6: Število heterotrofnih bakterij s standardno deviacijo na posamezni globini na postaji F 
od aprila do julija 2004. 




















Slika 7: Število heterotrofnih bakterij s standardno deviacijo na posamezni globini na postaji CZ 
od aprila do julija 2004. 
 
Število bakterij na postaji F je variiralo od 0,2*109 do 2,0*109 celic/L. Vertikalna 
razporeditev je nihala, vendar je bilo največje število pod površino in v pridnenih slojih. 
Na postaji F je bilo aprila v površinskem vzorcu morske vode 1,9*109 celic/L, njihovo 
število se je enakomerno zmanjšalo z globino in znašalo pri morskem dnu 0,5*109 
celic/L. Število bakterijskih celic se je v maju glede na prejšnji mesec na vseh globinah 
prepolovilo, izjema je globina 10 m, kjer se je njihovo število zmanjšalo za manj kot 
tretjino. V juniju je število bakterijskih celic naraslo in ostalo enako v juliju. 
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Na postaji CZ je bila časovna razporeditev števila bakterij podobna razporeditvi na 
postaji F. Razlike so se pojavile v povečanemu številu bakterij v globljih slojih morske 
vode. Število heterotrofnih baterij je variiralo od 0,3*109 do 2,1*109 celic/L. Število 
bakterijskih celic se je v maju zmanjšalo na vseh globinah, v zgornjih slojih vode se je 
število celo prepolovilo. Ponoven hiter porast (od 42 do 82%) števila bakterijskih celic 
zasledimo že v mesecu juniju.  
 
Iz povprečnega števila bakterij na posamezni postaji smo izračunali bakterijsko 
biomaso. Primerjava povprečne mesečne bakterijske biomase na obeh postajah je 






















Slika 8: Primerjava vrednosti bakterijske biomase na postaji F in na postaji CZ od aprila do julija 
2004. 
 
Bakterijska biomasa je variirala od 8 do 30 µg C/L. V mesecu maju je biomasa na obeh 
postajah močno upadla. Podobna časovna in prostorska razporeditev bakterijske 
biomase v Tržaškem zalivu je prikazana že v preteklih letih (Turk in sod., 2001). 
Rezultati bakterijskega števila in produkcije so primerljivi z rezultati raziskav drugih 
obalnih področij Jadranskega morja.  
 
Nizko število heterotrofnih bakterij v pozno pomladanskem obdobju je lahko posledica 
različnih dejavnikov, pomembna je predvsem količina in vrsta vira hranil ter vpliv 
predacije ali povečane mortalitete zaradi virusnih infekcij. Vpliv predacije heterotrofnih 
nanoflagelatov na abundanco bakterij je bil eksperimentalno dokazan v številnih 
študijah, tudi v Tržaškem zalivu (Turk & Hagström, 1997). V raziskavi heterotrofnih 
bakterij severnega Jadrana so Zaccone in sod. (2002), ravno tako zaključili, da se 
skozi čas in prostor spreminja sestava bakterijske združbe, njihov encimatski spekter 
ter drugi biološki parametri, v odvisnosti od organskega vnosa rek in avtohtone 
produkcije. Okoljski dejavniki na postaji F in CZ se sezonsko spreminjajo, kar je 
prikazano v študiji različne razporeditve fitoplanktona in bakterioplaktona v dveh 
zaporednih letih, zaradi različnih faktorjev, ki določajo njihovo razporeditev, kot so 








Vzorec morske sluzi smo pregledali z različnimi mikroskopskimi tehnikami. Posnetki 
svetlobnega in epifluorescentnega mikroskopa potrjujejo prisotnost številnih 
fitoplanktonskih celic, cianobakterij in heterotrofnih bakterij (Slika 9), ki so povezani v 
zamreženo strukturo sluzi. Posnetki sluzi z vrstičnim elektronskim mikroskopom 
(scanning electron microscopy - SEM) kažejo kompleksno strukturo polisaharidnega 
matriksa (Slika 10). 
 
 
(a) (b) (c) 
Slika 9: Mikroskopski posnetki sluzi (a) svetlobni mikroskop, (b) epifluorescentni mikroskop, 
modre so bakterije barvane z DAPI in (c) epifluorescentni mikroskop (avtoflorescenca 
pigmentov) rumeno obarvane so cianobakterije, rdeče pa drugi avtotrofni organizmi, ki 




Slika 10: Posnetka sluzi z vrstičnim elektronskim mikroskopom SEM (a) in cryo - SEM (b) (Foto 
S.Milani in F. Tatti). 
 
Sluzasta snov predstavlja osnovni matriks agregatov, v katerega so vključeni številni 
živi in neživi (organski in anorganski) delci: fitoplankton, zooplankton, bakterije, ostanki 
fitoplanktona (prazne frustule, teke, razpršeni kokoliti) in zooplanktona (karapaksi 
rakov), ciste, spore, glivne hife... detrit, mineralni delci. Njihovo pestro sestavo 
potrjujejo tudi analize polisaharidnih matriksov sluzi v preteklih letih (Baldi in sod.,1997; 
Kovač in sod., 2005; Turk in sod., 2005).  
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Agregati delujejo kot mikrohabitati z lastno mikrobno združbo. Raztopljena organska 
snov heterotrofnim bakterijam služi kot vir energije in ogljika, ki ga tako kot 
suspendirano organsko snov ponovno vključijo v prehranjevalno verigo. Prikazi meritev 
bakterijske biomase in produkcije v zadnjih desetletjih potrjujejo vlogo heterotrofnih 
bakterij pri kroženju organske snovi (Cole in sod., 1988). 
 
Julija, v obdobju pojavljanja sluzastih makroagregatov, je bil odvzet vzorec morske 
vode na postaji BF za izolacijo dominantnih bakterijskih kultur v morski vodi. Izolirane 
heterotrofne bakterijske so na trdnem ZoBell gojišču izoblikovale različne morfološke 
znake, prepoznali smo tudi različne oblike celic (Slika 11, Slika 12 in Tabela 4).  
 
 
Slika 11: Fotografiji morfološko različnih kolonij izoliranih bakterij. 
 
 
 ADR 14  ADR 9
Slika 12: Mikroskopska posnetka bakterijskih kultur ADR 9 in ADR 14 barvanih z barvilom 
DAPI. Celice kulture ADR 9 imajo kokoidno obliko, celice kuture ADR 14 imajo paličasto obliko. 
 
Tabela 4: Morfologija kolonij na petrijevkah in oblika celic izoliranih kultur iz vzorca morske vode 









ADR 4 konveksna in konkavna oranžne kokoidna 
ADR 7 konveksna in konkavna rumenkaste paličasta 
ADR 9 konveksna in konkavna bele kokoidna 
ADR 14 konveksna in konkavna rumene paličasta 
ADR 19 konveksna in konkavna oranžno - oker kokoidna 




Najbolj je bila opazna različna barva samih kolonij. Obliko celic izoliranih bakterijskih 
kolonij smo opazovali z epifluorescentnim mikroskopom, prepoznali smo dve obliki 
celic: kokoidno in paličasto (Slika 12). Kokoidno obliko celic imajo izolirane kulture ADR 
4, ADR 9, ADR 19 in ADR 20 in ADR 28. Paličasto obliko celic pa ADR 7 in ADR 14. 
 
V Tabeli 4 so predstavljeni samo opisi izoliranih kultur, ki smo jih uporabili za FISH 
analizo in tistih, ki smo jih uporabili v obogatitvenih poskusih. Znano je, da morsko 
okolje naseljuje pestra združba heterotrofnih bakterij, katerih vrstna sestava je v veliki 
meri neznana. Večina (99%) morskih heterotrofnih planktonskih bakterij zastopajo 
prosto-lebdeče celice kokoidnih, paličastih in spiralnih oblik. Njihova vrstna sestava je v 
veliki meri neznana (Turk, 1991). Ker z indirektno gojitveno metodo štetja kolonij na 
ploščah trdnega gojišča nagojimo le majhen delež morskih bakterij, so za boljše 
poznavanje morske bakterijske združbe potrebne molekularne analize.  
 
Z fluorescentno in situ hibridizacijo (FISH) smo skušali določiti filogenetsko pripadnost 
bakterijskih izolatov: ADR 4, ADR 14, ADR 20 ter ADR 28 (Tabela 5). 
 
Tabela 5: Določanje filogenetske pripadnosti bakterijskih izolatov ADR 4, ADR 14, ADR 20 in 
ADR 28 z FISH metodo. 
                         Bakterijski izolat 
FISH sonda ADR 4 ADR 14 ADR 20 ADR 28 
EUB (EUB338, EUB338II, EUB338III) + + + + 
CF 319a ― ― ― ― 
NON 338 ― ― ― ― 
GRb ― ― / ― 
Ntspa 712 ― / / / 
cNtspa 712 ― + ― / 
neu ―  / / 
Nso 1225 ― ― ― / 
GV ― / / ― 
ALF 1b ― ― / ― 
cBET 42a ― ― ¤ ¤ 
cGAM 42a ― ― ― ¤ 
― bakterijski izolat ne pripada skupini, ki jo določa FISH sonda 
+ bakterijski izolat pripada baktrijski skupini, ki jo določa FISH sonda 
/ analiza ni bila opravljena 
¤ rezultati niso jasni 
 
Iz Tabele 5 je razvidno, da smo dobili pozitiven signal na sondo EUB za vse bakterijske 
kulture. Bakterijski izolat ADR 4 najverjetneje ne pripada nobeni od izbranih 
filogenetskih skupin bakterij, saj se izbrane oligonukleotidne sonde niso vezala na 
bakterijsko ribosomalno RNA. Nedoločen signal smo dobili pri izolatu ADR 20, na 
sondo cBET 42a, kjer je signal zelo šibak. Pri izolatu ADR 28 smo dobili šibak signal pri 
sondah cBET 42a in cGAM 42a. Izolat ADR 14 (Slika 13) najverjetneje pripada skupini 
nitrifikacijskih bakterij, ki jih zajema sonda z oznako cNtspa 712, pri kateri smo dobili 













Slika 13: Mikroskopski posnetek bakterijske kulture ADR 14. Pri uporabi sonde cNtspa 712 (a1) 
smo dobili signal, v obliki rdeče obarvanih celic, kot posledica vezave Cy3 barvila (a). Pri 
uporabi cGAM 42a (b1) nismo dobili signala. V obeh primerih so bile na membranskem filtru 
prisotne celice, ki smo jih barvali z barvilom DAPI (a2 in b2). 
 
Preliminarno razvrščanje izolatov v bakterijske skupine s pomočjo FISH metode ni dalo 
jasnih rezultatov. Negativni signal je lahko posledica napake v samem metodološkem 
postopku ali pa smo uporabili oligonukleotidne sonde, ki se ne vežejo na ribosomalni 
DNA izbranih bakterijskih skupin. Rezultati so zgolj informativni in so potrebne dodatne 
analize. 
 
Večina mikroorganizmov izoblikuje omejene morfološke značilnosti, kar onemogoča 
vizualno identifikacijo, obenem za njihovo kultivacijo porabimo veliko časa, posebej 
zato, ker nagojimo le majhen delež bakterijskih vrst, ki se nahajajo v vzorcu. Tehnike, 
ki temeljijo na verižni polimerazni reakciji (polymerase chain reaction - PCR) 
omogočajo hitro in občutljivo detekcijo bakterij, ne glede ali jih lahko gojimo, vendar 
dajejo malo informacij o samem številu in razporeditvi mikroorganizmov. Fluorescentna 
in situ hibridizacija (FISH), s tarčnimi oligonukleotidnimi sondami omogoča hitro in 
specifično identifikacijo posameznih mikrobnih celic v njihovem naravnem okolju 




4.2 Vpliv dodatka hranil na hitrost rasti bakterij in razgradnjo sluzi 
 
Morske bakterije zelo uspešno rastejo pri nizkih koncentracijah hranil, kar je značilno 
za morska okolja (Ammerman in sod., 1984; Hagström in sod., 1984; Larsson & 
Hagström, 1982). Vnosi hranil z rekami in kanalizacijskimi sistemi vplivajo na 
spremembe abundance, hitrosti rasti in tudi vrstno sestavo bakterijskih populacij. V 
našem poskusu smo testirali vpliv dodatka anorganskih in organskih hranil na dinamiko 
rasti izbrane populacije bakterij in s tem možnega vpliva povečane aktivnosti bakterij 
na razgradnjo sluzi. 
 
 
4.2.1 Poskus vpliva anorganskih hranil na rast bakterijske populacije 
 
Morsko vodo smo predhodno filtrirali (> 0,22 µm) in s tem odstranili avtotrofne 
organizme, ki lahko porabljajo anorganska hranila. S filtracijo vode smo tudi odstranili 
vse možne predatorje, ki lahko vplivajo na dinamiko rasti heterotrofnih bakterij. 
Filtrirano morsko vodo smo razdelili v dve polikarbonatni steklenici in vzorcu morske 
vode nacepili bakterijsko populacijo (mešanica prečiščenih kultur: ADR 4, ADR 14, 
ADR 28) s povprečno koncentracijo 2*108 celic/L. V eno steklenico smo dodali 
anorganska hranila (B) v drugo steklenico nismo dodali hranil (kontrola - A). Inkubacija 
je vse skozi potekala in situ, pri naravnih temperaturnih in svetlobnih razmerah. 
 
Spremembe koncentracij hranilnih spojin dušika in fosforja so podane v Tabeli 6.  
 
Tabela 6: Spremembe koncentracij hranil v času obogatitvenega poskusa (A –  kontrola, B – 
dodatek anorganskih hranil). 
Poskusna  
varianta A B 
 
Čas 
Konc. hranila  









PO43- 0,04 0,02 0,87 0,75 
P-tot 0,20 0,26 1,02 1,05 
P-org 0,16 0,24 0,15 0,30 
NO2- 0,10 0,14 0,13 0,14 
NO3- 1,83 2,73 15,38 13,62 
NH4+ 0,80 1,52 3,21 3,29 
N-org 35,30 50,36 55,49 64,28 
N-tot 38,03 54,75 74,21 81,33 
 
Koncentracije nitrata so se v sedmih dneh eksperimenta znižale od 15,38 do 13,62 
µmol/L. Koncentracije celokupnega dušika pa narasle od 74,21 do 81,33 µmol/L. 
Vrednosti ortofosfata so se zmanjšale od 0,87 do 0,75 µmol/L, celokupni fosfor je 
narasel iz 1,02 na 1,05 µmol/L. 
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Spremembe števila in produkcijskih hitrosti smo spremljali z dnevno frekvenco. 
Rezultati povprečnega števila bakterij v 90 preštetih poljih vsakega vzorca so prikazani 
























Slika 14: Povprečno število bakterijskih celic s standardno deviacijo v času obogatitvenega 
poskusa (A –  kontrola, B – dodatek anorganskih hranil). 
 
Bakterijsko število je hitro naraščalo. Že po 24 urah se je število zvišalo od 1,9*108 na 
5,1*108celic/L, v kontroli (A) in od 0,1*109 na 1,3*109 celic/L v steklenici z dodatkom 
hranil (B). V obeh steklenicah je število bakterijskih celic doseglo svoj maksimum drugi 
dan trajanja poskusa (A: 1,3*109 celic/L in B: 1,7*109 celic/L). Odziv na dodatek hranil 
je izrazit v prvih dneh eksperimenta, v zadnjih dneh eksperimenta ostaja število 
bakterijskih celic v obsegu 5,0*108 celic/L in je primerljivo številu v sami kontroli. 
 
Število bakterijskih celic ocenjeno z gojitveno metodo (CFU) je dosegalo v povprečju 
10% vrednosti preštetih celic z epiflourescentnim mikroskopom (Tabela 7).  
 
Tabela 7: Primerjava ocene števila bakterij z metodo CFU in DAPI v času obogativenega 
poskusa.  
Poskusna  
























































0 0,2 31,0 15 0,1 5,3 5 
1 0,5 45,4 9 1,3 46,4 4 
2 1,3 50,2 4 1,7 43,6 3 
3 0,7 >50,2* 7* 1,2 >43,6* 4* 
6 0,5 >50,2* 10* 0,5 >43,6* 9* 
7 0,8 53,0 7 0,3 15,0 5 
 
* - Število kolonij na ploščah je bilo preveliko za štetje, lahko samo ocenimo, da jih je več kot prejšnji dan. 
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Hitrost rasti bakterijske združbe smo ocenili preko vgradnje radioaktivno označenega 
timidina (3H-Thy) v novo nastale celice (Slika 15) in vgradnje radioaktivno označenega 
leucina (3H-Leu) v celične beljakovine (Slika 16). Hitrost bakterijske produkcije je 



















Slika 15: Bakterijska produkcija (BPC) ocenjena z metodo vgradnje radioaktivno označenega 
timidina (3H-Thy) v času obogatitvenega poskusa, izražena v enoti µg C/L/h (A – kontrola, B – 



















Slika 16: Bakterijska produkcija (BPC) ocenjena z metodo vgradnje radioaktivno označenega 
leucina (3H-Leu) v času obogatitvenega poskusa, izražena v enoti µg C/L/h (A – kontrola, B – 
dodatek anorganskih hranil). 
 
Bakterijska produkcija ogljika ocenjena preko vgradnje 3H-Thy, kaže odziv bakterijske 
združbe že po 24 urah v steklenici z dodatkom anorganskih hranil (B) in je narasla iz 
0,01 na 0,14 µg C/L/h. V kontroli (A) takega odziva bakterijske populacije ni bilo. 
Bakterijska produkcija ogljika, ocenjena preko vgradnje 3H-Leu je prvi dan narasla iz 
0,03 na 0,20 µg C/L/h v steklenici z dodatkom anorganskih hranil (B) in je prve dni 
poskusa naraščala, vendar ni bila opazna razlika med kontrolo (A) in steklenico z 
dodatkom hranil (B). 
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Bakterijska produkcija, ocenjena preko vgradnje radioaktivno označenega timidina, 
predstavlja hitrost povečanja količine DNA v vzorcu, ker se timidin vgradi v novo 
nastale celice. Leucin pa se vgrajuje v proteine, tudi če se celice ne delijo. 
 
Iz števila celic smo izračunali bakterijsko biomaso v enoti ogljika, dušika in fosforja, 
vrednosti so predstavljene v Tabeli 8, skupaj z vrednostmi bakterijske biomase v enoti 
ogljika ocenjene preko vgradnje radioaktivno označenega leucina in timidina. 
Bakterijska biomasa je v prvih dneh trajanja poskusa večja v steklenici z dodatkom 
anorganskih hranil. Prvi dan so vrednosti bakterijske biomase v steklenici z dodatkom 
hranil presegala kontrolo za cca. 2,5-krat. 
 
Tabela 8: Ocena spreminjanja bakterijske biomase v enoti ogljika, dušika in fosforja ter 
vrednosti bakterijske biomase v enoti ogljika ocenjenega preko vgradnje radioaktivno 
označenega leucina in timidina v času obogatitvenega poskusa (A – kontrola, B – dodatek 
anorganskih hranil). 
Čas (dan)
Poskusna varianta  0 1 2 3 6 7 
Št. bakterij (celic*109/L) 0,19 0,50 1,27 0,69 0,51 0,76 
 (µgC/L) 3,8 10,0 25,1 13,6 10,1 15,1 
Biomasa* (µgN/L) 0,7 1,8 4,6 2,5 1,8 2,7 
 (µgP/L) 0,9 2,5 6,4 3,5 2,6 3,8 
3H-Leu          (µgC/L/h) 0,03 0,18 0,45 0,41 0,22 0,38 
A 
3H-Thy          (µgC/L/h) 0,01 0,01 0,04 0,03 0,08 0,34 
Št. bakterij (celic*109/L) 0,12 1,29 1,67 1,25 0,49 0,33 
 (µgC/L) 2,3 25,5 33,0 24,7 9,6 6,5 
Biomasa* (µgN/L) 0,4 4,6 6,0 4,5 1,7 1,2 
 (µgP/L) 0,6 6,5 8,4 6,3 2,4 1,7 
3H-Leu          (µgC/L/h) 0,03 0,20 0,37 0,96 0,18 0,13 
B 
3H-Thy          (µgC/L/h) 0,01 0,14 0,13 0,08 0,11 0,07 
 
*- Pri izračunu bakterijske biomase smo upoštevali konverzijski faktor za enoto ogljika 19,8 fg C/celico, za 





4.2.2 Bakterijska razgradnja sluzi 
 
V tri steklenice filtrirane morske vode (velikost por 0,22 µm, Millipore) smo nacepili 
izolirane bakterijske kulture ADR 7, ADR 9, ADR 19 in ADR 20 v koncentraciji 1,3*109 
celic/L. V eno steklenico nismo dodali hranil (K-kontrola), v drugo smo dodali organska 
hranila v obliki liofilizirane sluzi (M) in v tretjo steklenico smo sluzi dodali še anorganska 
hranila (MA).  
 
Spremembe števila in produkcijskih hitrosti smo spremljali z dnevno frekvenco. 
Rezultati povprečnega števila bakterij v 90 preštetih poljih vsakega vzorca so prikazani 



























Slika 17: Število bakterijskih celic v času obogatitvenega poskusa (K – kontrola, M – dodatek 
liofilizirane sluzi, MA – dodatek liofilizirane sluzi in anorganskih hranil). 
 
Število celic v kontroli se ni veliko spreminjalo, kar se odraža tudi v razmeroma nizki 
bakterijski produkciji (Slika 18). V steklenici z dodatkom organskih hranil v obliki 
liofilizirane sluzi (M) pa je število bakterijskih celic naraščalo skozi celoten poskus od 
1,3*109 na 32,8*109 celic/L. Dodatek anorganskih in organskih hranil (MA) se je 
pokazal že v 24 urah, ko je število bakterijskih celic naraslo iz 1,3*109 na 16,8*109 
celic/L. Naslednje dni je število bakterijskih celic naraščalo počasi.  
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Hitrost rasti bakterijske združbe smo ocenili preko vgradnje radioaktivno označenega 
timidina (3H-Thy) v novo nastale celice (Slika 18) in vgradnje radioaktivno označenega 
leucina (3H-Leu) v celične beljakovine (Slika 19). Hitrost bakterijske produkcije je 



















Slika 18: Bakterijska produkcija (BPC) ocenjena z metodo vgradnje radioaktivno označenega 
timidina (3H-Thy) v času obogatitvenega poskusa, izražena v enoti µg C/L/h (K – kontrola, M – 


















Slika 19: Bakterijska produkcija (BPC) ocenjena z metodo radioaktivno vgradnje označenega 
leucina (3H-Leu) v času obogatitvenega poskusa, izražena v enoti µg C/L/h (K – kontrola, M – 
dodatek liofilizirane sluzi, MA – dodatek liofilizirane sluzi in anorganskih hranil). 
 
Že po 24 urah se je bakterijska produkcija, ocenjena s 3H-Thy metodo, v steklenici z 
organskimi hranili (M) povečala iz 0,001 na 1,6 µg C/L/h in v steklenici z organskimi in 
anorganskimi hranili (MA) na 1,85 µg C/L/h. V kontroli (K) takega odziva bakterijske 
populacije ni bilo. Bakterijska produkcija ogljika ocenjena s pomočjo 3H-Leu je prvi dan, 
v steklenici z dodatkom organskih hranil (M) narasla od 0,01 do 1,38 µg C/L/h in je bila 
podobna produkciji izmerjeni v steklenici z organskimi in anorganskimi hranili (MA) 1,36 
µg C/L/h. Vrednost BPC ocenjene z 3H-Leu je prve dni še naraščala, vendar ni bila 
opazna bistvena razlika med kontrolo in ostalima steklenicam, razen prvi in drugi dan.  
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Visoke so bile vrednosti tudi v kontroli. Bakterijska produkcija, ocenjena z metodo 3H-
Thy, predstavlja hitrost povečanja količine DNA v vzorcu, ker se timidin vgradi v novo 
nastale celice. Leucin se vgrajuje v proteine, tudi če se celice ne delijo. 
 
Dodatek anorganskih ranil nima velikega vpliva na povečanje števila bakterijskih celic 
in bakterijska produkcija ostaja vseskozi nižja v steklenici z dodatkom anorganskih 
hranil (MA). 
 
Iz števila celic smo izračunali bakterijsko biomaso v enoti ogljika, dušika in fosforja, 
vrednosti so predstavljene v Tabeli 9, skupaj z vrednostmi bakterijske biomase v enoti 
ogljika ocenjene preko vgradnje radioaktivno označenega leucina in timidina. Prvi dan 
so vrednosti bakterijske biomase v steklenici z organskimi hranil (M) presegale kontrolo 
za cca. 5-krat, v steklenici z organskimi in anorganskimi hranili (MA) pa za cca. 8,5-
krat. Vrednost bakterijske biomase je v kontroli ostala nizka skozi celoten poskus. 
 
Tabela 9: Ocena spreminjanja bakterijske biomase v enoti ogljika, dušika in fosforja ter 
vrednosti bakterijske biomase v enoti ogljika ocenjenega preko vgradnje radioaktivno 
označenega leucina in timidina v času obogatitvenega poskusa (K – kontrola, M – dodatek 
liofilizirane sluzi, MA – dodatek liofilizirane sluzi in anorganskih hranil). 
                                              Čas (dan) 
Poskusna varianta  0 1 2 3 6 7 
Št. bakterij  (celic*109/L) 1,33 1,91 2,09 1,82 3,35 3,91 
 (µgC/L) 26,4 37,9 42,5 36,1 66,3 77,5 
Biomasa* (µgN/L) 4,8 6,7 7,5 6,6 12,1 14,1 
 (µgP/L) 6,7 9,6 10,6 9,2 16,9 19,7 
3H-Leu        (µgC/L/h) 0,01 0,74 0,75 0,76 0,67 0,84 
K 
3H-Thy        (µgC/L/h) 0,001 0,01 0,06 0,55 0,65 1,14 
Št. bakterij (celic*109/L) 1,33 10,25 23,95 20,85 29,11 32,79 
 (µgC/L) 26,4 203,1 474,2 412,9 576,3 649,4 
Biomasa* (µgN/L) 4,8 36,9 86,2 75,1 104,8 118,1 
 (µgP/L) 6,7 51,7 120,7 105,1 146,7 165,3 
3H-Leu        (µgC/L/h) 0,01 1,38 1,23 0,94 0,85 0,98 
M 
3H-Thy        (µgC/L/h) 0,001 1,6 0,38 1,84 1,96 1,96 
Št. bakterij (celic*109/L) 1,33 16,76 14,66 16,01 20,07 22,45 
 (µgC/L) 26,4 331,8 290,3 316,9 397,4 444,4 
Biomasa* (µgN/L) 4,8 60,3 52,8 57,6 72,3 80,8 
 (µgP/L) 6,7 84,5 73,9 80,7 101,2 113,1 
3H-Leu        (µgC/L/h) 0,01 1,36 1,17 1,11 0,87 0,77 
MA 
3H-Thy        (µgC/L/h) 0,001 1,85 0,68 1,34 1,5 0,96 
 
*- Pri izračunu bakterijske biomase smo upoštevali konverzijski faktor za enoto ogljika 19,8 fg C/celico, za 




V drugem poskusu smo spremljali tudi spreminjanje koncentracije raztopljenih 
ogljikovih hidratov v vzorcu (Slika 20), ki smo jo izračunali s pomočjo umeritvene 












































 20: Sprememba koncentracije ogljikovih hidratov (TCHO) v času obogatitvenega poskusa 
kontrola, M – dodatek liofilizirane sluzi, MA – dodatek liofilizirane sluzi in anorganskih 
). 
entracija TCHO je prve tri dni poskusa naraščala. V steklenici z dodatkom 
skih hranil (M) je narasla od 7,11 do 10,56 µg/mL. V steklenici z dodatkom 
skih in anorganskih hranil (MA) je koncentracija TCHO narasla od 10,24 do 12,88 
L. Zadnje dni se je koncentracija sladkorjev v obeh steklenicah znižala. 
entracija TCHO v kontroli ostaja skozi celoten poskus nizka (od 1,0 do 2,2 µg/mL). 
beli 10 so predstavljene vrednosti absorbance vzorcev pri 595 nm. Koncentracija 
inov je bila v vseh steklenicah nizka in ni presegala vrednosti prve točke 
itvene krivulje 2,5 µg/mL. 
la 10: Absorbanca vzorcev, zmanjšana za vrednost slepega vzorca (A-As) pri 595 nm, ki jo 
bljamo za določanje koncentracije proteinov, v času obogatitvenega poskusa, (K – 
la, M – dodatek liofilizirane sluzi, MA – dodatek liofilizirane sluzi in anorganskih hranil). 
Poskusna varianta K M MA  
Čas (dan) Absorbanca A-As A-As A-As 
0  0,010 0,031 0,035 
2  0,014 0,042 0,035 
3  0,029 0,035 0,04 
6  0,028 0,056 0,033 
7  0,020 0,045 0,046 
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Že v številnih preteklih poskusih so pokazali, da ima dodatek hranil v koncentracijah 
podobnim naravnim vnosom, pomemben vpliv na produkcijo in številčnost heterotrofne 
populacije bakterij in s tem tudi na razporeditev ogljika med partikularno in raztopljeno 
obliko (Malej & Harris, 1993). Odziv bakterijske združbe na dodatek anorganskih hranil 
se je pokazal že po 24 urah, v obliki velikega porasta števila bakterijskih celic in 
povečane bakterijske produkcije. Prav tako velik je odziv bakterijske združbe na 
dodatek organskih hranil v drugem poskusu, po dodatku liofilizirane sluzi. Bakterije v 
svojo okolico sproščajo encime, ki so sposobni razgradnje polisaharidnega matriksa 
sluzastih makroagregatov. Povečanje koncentracije ogljikovih hidratov (Slika 20) v 
prvih dneh trajanja poskusa je najverjetneje posledica povečanja bakterijske 
encimatske aktivnosti. V primerljivih študijah mukusnih polisaharidov v Severnem morju 
se je v prvih 11 dneh razgradilo 50% mukopolisaharidov, po 15 dneh pa je razgradnja 
bistveno upadla. Razgradnaj mukopolisaharidov je bila znatno višja v anoksičnih 
pogojih (Janse, 2000). Sama zaustavitev razgradnje pa ni bila posledica večje 
rezistence mukopolisaharov proti razgradnji, temveč posledica izločanja inhibitorjev, ki 
so nastajali med samo razgradnjo. V našem poskusu lahko padec koncentracij 
celokupnih ogljikovih hidratov v zadnjih dneh poskusa, pripišemo bakterijskemu 
privzemu raztopljenih ogljikovih hidratov, kar sovpada tudi s povečanjem bakterijske 
biomase. Koncentracije proteinov so bile vseskozi zelo nizke in pod mejo detekcije. 
Prikazi podobnih meritev tvorbe in razgradnje organsko bogatih spojin morkega snega 
ali polisaharnih makroagregatov so pomembni za boljše razumevanje vloge 








Na dveh vzorčevalnih postajah v Tržaškem zalivu smo določili prostorsko in časovno 
razporeditev heterotrofnih bakterij. Prostorska in časovna razširjenost bakterijske 
združbe je bila na izbranih vzorčevalnih postajah različna, kar lahko pripišemo 
njihovemu različnemu geografskemu položaju in dinamiki morske vode, kjer se 
fiziološki, kemični in biološki parametri neprestano spreminjajo in medsebojno 
interagirajo. Koncentracije heterotrofnih bakterij (Slika 6 in Slika 7) se sezonsko 
spreminjajo od 0,2*109 do 2,1*109 celic/L in se zmanjšujejo z globino. Najbolj je izrazit 
padec bakterijske biomase v maju (Slika 8), in sicer za okoli 30% glede na vrednosti v 
aprilu. Upad števila je lahko posledica različnih dejavnikov (količine in vira hranil, 
predacije, mortalitete). V juniju je število heterotrofnih bakterij naraslo v povprečju za 
2,5-krat. Mikroskopski pregledi sluzi (Slika 9 in Slika 10) so potrdili pestro sestavo 
sluzastih makroagregatov. Agregati delujejo kot mikrohabitati z lastno mikrobno 
združbo. V obdobju pojava sluzastih makroagregatov smo izolirali bakterijske kolonije 
na trdnem ZoBell gojišču. Kolonije so izoblikovale različne morfološke znake (Slika 11). 
Z epifluorescentnim mikroskopom (Slika 12) smo obenem prepoznali različno obliko 
posameznih celic izoliranih bakterijskih kultur, prevladovale so kokoidne oblike celic.  
 
Same mikrobiološke tehnike vključujejo različne kvantitativne in kvalitativne metode 
izolacije naravnih populacij, vendar le majhen delež bakterij lahko izoliramo na trdnem 
mediju. Zato s takimi metodami preučujemo združbe, ki jih lažje gojimo, ne pa 
dominantnih bakterijskih rodov. Boljše so molekularne tehnike, s katerimi lahko 
obdelujemo naravne vzorce. Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) omogoča hitro in 
specifično identifikacijo in individualizacijo mikrobnih celic v naravnem okolju (Amann in 
sod., 2001). S FISH metodo smo skušali izolirane bakterijske kolonije uvrstiti v 
filogenetsko skupino, vendar nismo dobili jasnih rezultatov (Tabela 5). Preliminarno 
smo v skupino uvrstili le kulturo ADR 14, kjer smo dobili pozitiven signal vezave 
oligonukleotidne sonde cNtspa 712. Zato lahko bakterijsko kulturo ADR 14 uvrstimo v 
skupino nitrifikacijskih bakterij. 
 
Izolirane bakterijske kulture smo uporabili v dveh poskusih obogatitve morske vode s 
hranili. S poskusi smo pokazali, da ima dodatek hranil, v koncentracijah podobnim 
naravnim vnosom, pomemben vpliv na produkcijo in številčnost heterotrofne 
bakterijske populacije, ter s tem tudi na razporeditev ogljika med partikularno in 
raztopljeno obliko. Odziv bakterijske združbe na dodatek anorganskih hranil se je 
pokazal že po 24 urah v obliki velikega porasta števila bakterijskih celic (Slika 14) in 
povečane bakterijske produkcije (Slika 15) v steklenici z dodatkom anorganskih hranil. 
Hiter odziv bakterijske združbe smo zaznali tudi v poskusu določitve vpliva organskih in 
anorganskih hranil na bakterijsko populacijo. Spremembo števila bakterijskih celic 
prikazuje Slika 17. Že po 24 urah se je število bakterij v steklenici z dodatkom 
organskih hranil v obliki liofilizirane sluzi povečalo od 1,3*109 do 10,2*109 celic/L. V 
steklenici z dodatkom organskih in anorganskih hranil je bilo povečanje števila 
bakterijskih celic po 24 urah trajanja poskusa še večje, od 1,3*109 do 16,8*109 celic/L. 
Z metodo asimilacije označenega 3H-timidina smo ocenili bakterijsko produkcijo, ki je 
bila visoka v obeh steklenicah z dodatkom hranil, v kontroli pa je ostala nizka (Slika 
18). Z metodo asimilacije radioaktivno označenega 3H-leucina smo zabeležili 
povečanje bakterijske produkcije v steklenicah z dodatkom hranil, prvi in drugi dan 
trajanja obeh poskusov, naslednje dni ni bilo velikega odstopanja od kontrolne 
steklenice (Slika 16 in Slika 19). Spremljanje števila bakterijskih celic s CFU metodo ne 
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daje zadovoljivih rezultatov, saj je na ploščah v prvem poskusu v povprečju zraslo le 
10% celic (Tabela 7), ki smo jih prešteli pod epifluorescentnim mikroskopom.  
 
Liofilizirana sluz je heterotrofnim bakterijam služila kot vir energije in ogljika. Bakterije v 
svojo okolico sproščajo encime, ki so sposobni razgradnje polisaharidnega matriksa 
sluzastih makroagregatov. Povečanje koncentracije ogljikovih hidratov (TCHO) (Slika 
20) v prvih dneh trajanja poskusa je najverjetneje posledica povečanja bakterijske 
encimatske aktivnosti. Padec TCHO, v zadnjih dneh poskusa lahko pripišemo 
bakterijskemu privzemu raztopljenih ogljikovih hidratov, kar sovpada tudi s povečanjem 
bakterijske biomase.  
 
Raziskovanje dinamike bakterijske združbe je pomembno za določanje in razumevanje 
njihovega vpliva na nastanek in razgradnjo sluzastih makroagregatov. Le tako bomo v 
prihodnosti lahko določili vzroke nastanka in umestili vpliv evtrofikacije Jadranskega 






 Aluwihare L.I., Repeta D.J., Chen R.F. 1997. A major biopolymeric component 
to dissolved organic carbon in the surface water. Nature, 387: 166-168 
 Aluwihare L.I., Repeta D.J. 1999. A comparison of chemical characteristics of 
oceanic DOM and extracellular DOM produced by marine algae. Mar. Ecol. 
Prog. Ser., 186: 105-117 
 Amann R., Fuchs B.M., Behrens S. 2001. The identification of microorganisms 
by fluorescence in situ hybridisation. Current Opinion in Biotechnology, 12: 231-
236 
 Ammerman J.W., Fuhrman J.A., et al. 1984. Bacterioplankton growth in 
seawater: I. Growth kinetics and cellular characteristics in seawater cultures. 
Mar. Ecol. Prog. Ser, 18: 31-39 
 Azam F. 1998. Microbial control of oceanic carbon flux: The plot thickness. 
Science, 280: 694-696 
 Azam F., Fonda-Umani S., et al. 1999. Significance of bacteria in the mucilage 
phenomenon in the northern Adriatic Sea. Ann. Ins. Super. Sanita, 35: 411-419 
 Baldi, F., Minacci, A., Saliot, A., Mejanelle, L., Mozetič, P., Turk, V., Malej, A. 
1997. Cell lysis and release of particulate polysaccharides in extensive marine 
mucilage assessed by lipid biomarkers and molecular probes. Mar. Ecol. Prog. 
Ser., 153: 45-57 
 Cauwet G., Terzić S., Ahel M., Mozetič P., Turk V., Malej A. 1997. Effect in of 
nutrient addition on phytoplankton/bacteriplakton interaction and dissolved 
organic matter variability. Part II: Biochemical aspect. In: Physical and 
biogeochemical processes of the Adriatic Sea: eutrophic limits of the northern 
Adriatic. (ed.) Nolan C. The Adriatic Sea., European Communities Ecosystem 
Research Reports Series, Brussels 
 Ciglenečki I., Plavšič M., Vojvodič V., Ćosovič B., Pepi M., Baldi F. 2003. 
Mucopolysaccharide transformation by sulfide in diatom cultures and natural 
mucilage. Mar. Ecol. Prog. Ser., 263: 17-27 
 Cole J.J., Findlay S., et al. 1988. Bacterial production in fresh water and 
saltwater ecosystems: a cross-system overview. Mar. Ecol. Prog. Ser., 43: 1-10 
 Degobbis D., Fonda-Umani S., Franco P., Malej A., Precali R. in Smodlaka N. 
1995. Changes in the northern Adriatic ecosystem and in the hypertrophic 
appearance of gelatinous aggregates. Sci. Total Environ., 165: 43-58 
 Degobbis D., Malej A., et al. 1999. The mucilage phenomenon in the northern 
Adriatic Sea; A critical review of the present scientific hypotheses. Ann. Inst. 
Super. Sanita, 35, 2: 373-382 
 DeLong E.F., Franks D.G., Alldredge A.L. 1993. Phylogenetic diversity of 
aggregate-attached vs free-living marine bacteria assemblages. Limnol. 
Oceanogr., 38: 924-934 
 Faganeli J., Kovač N., Leskovšek N. 1995. Sources and fluxes of particulate 
organic matter in shallow waters characterized by summer macroaggregate 
formation. Biogeochemistry, 29: 71-88 
 Fajon C., Cauwet G., Lebaron P., Terzoć S., Ahel M., Malej A., Mozetič P., Turk 
V. 1999. The accumulation and release of polysaccharides by planktonic cell 
and the subsequent bacterial response during a controlled experiment. FEMS 
Microb. Ecol., 29: 351-363 
 Fogg G.E. 1995. Some speculations on the nature of the pelagic mucilage 
community of the northern Adriatic Sea. Sci. Total Environ., 165: 59-64 
38 
 
 Fuhrman J.A., Azam F. 1982. Thymidine incorporation as a measure of 
heterotrophic bacterioplankton production in marine surface waters-evaluations 
and field results. Mar. Biol., 66: 109-120 
 Glasshoff K., Kremling K., Ehrhardt M. 1999. Methods of sea water analysis. 
Verlag Chemie, 3th extended ed. Weinheim, New York, Chiester, Brisbane, 
Singapore, Toronto, Wiley-VCH 
 Hadži J. 1934. Drobne vesti: Umazano morje. Proteus, 1, 5: 117-118 
 Hagström Ĺ., Ammerman J.W., Henrichs S. in Azam F. 1984. Bacterioplankton 
growth in seawater, II: Organic matter utilization during steady state growth in 
seawater cultures. Mar. Ecol. Prog. Ser., 18: 41-48 
 Heissenberger A., Leppard G.G., Herndl G.J. 1996. Ultrastucture of marine 
snow. II. Microbiological considerations. Mar. Ecol. Prog. Ser., 135: 299-308 
 Herndl G.J. 1992. Marine snow in the northern Adriatic Sea: possible causes 
and consequences for a shallow ecosystem. Mar. Microbial Food Webs, 6, 2: 
149-172 
 http://gos.ifa.rm.cnr.it (9.9.2005) 
 Janse I. 2000. C in the sea: Production and microbial breakdown of 
Phaeocystis polysaccharides. Proefschrift, Rijkuniversiteit Groningen 
 Kaltenböck E., Herndl G.J. 1992. Ecology of amorphous aggregations (marine 
snow) in the Northern Adriatic Sea: IV. Dissolved nutrients and the autotrophic 
community associated with marine snow. Mar. Ecol. Prog. Ser., 87: 147-159 
 Kovač N., Faganeli J., Sket B., Bajt O. 1998. Characterization of 
macroaggregates and photodegradation of their water soluble fraction, Org. 
Geochem., 29: 1623-1634 
 Kovač N., Bajt O., Faganeli J., Sket B., Orel B. 2001. Study of macroaggregate 
composition using FT-IR and H1-NMR spectroscopy. Mar. Chem., 78: 205-215 
 Kovač N., Mozetič P., Trichet J., Déferge C. 2005. Phytoplankton consumptions 
and organic matter organization of mucus aggregates by means of light on 
cryo-scanning electron microscopy. Mar. Biol. 147: 261-271 
 Larsson U., Hagström Å. 1982. Fractionated phytoplankton primary production, 
exudates release and bacterial production in a Baltic eutrophycation gradient. 
Mar. Biol., 67: 57-70 
 Lee S., Fuhrman J.A. 1987. Relationship between biovolume and biomass of 
naturally derived marine bacterioplakton. Appl. Environ. Microbiol., 53, 6: 1298-
1303 
 Leppard G.G. 1995. The characterization of algal and microbial mucilages and 
their aggregates in aquatic ecosystems. Sci. Total Environ., 165: 103-131 
 Malej A., Harris R.P. 1993. Inhibition of copepod grazing by diatom exudates: A 
factor in the development of mucus aggregates?. Mar. Ecol. Prog. Ser., 96: 33-
42 
 Malej A., Malačič V., Mozetič P., Kovač N., Sotlar Z., Flander P.V., Petelin B., 
Čermelj B. 2001a. Sluz v morju in možni ukrepi za olajšanje posledic. 
Nacionalni inštitut za biologijo, Morska biološka postaja Piran 
 Malej A., Petelin B., et al. 2001b. Quantification of mucilage-associated 
suspended matter in the Gulf of Trieste (Adriatic Sea). Annales Ser. Hist. Nat., 
11: 43-51 
 Martinez J., Smith D.C., Steward G.F. in Azam F. 1996. Variability in 
ectohydrolytic enzyme activities of pelagic marine bacteria and its significance 
for substrate processing in the sea. Aquat. Microb. Ecol., 10: 223-230 
39 
 
 Mozetič P. in sod. 2005. Monitoring kakovosti morja, brakičnih voda in voda za 
življenje in rast morskih školjk in morskih polžev v letu 2004. Nacionalni inštitut 
za biologijo, Morska biološka postaja Piran 
 Müller-Niklas G., Schuster S., Kaltenböck E., Herndl G.J. 1994. Organic content 
and bacterial metabolism in amorphous aggregations of the northern Adriatic 
Sea. Limnol. Oceanogr., 39: 58-68 
 Myklestad S.M. 1995. Release of extracellular products by phytoplankton with 
special emphasis on polysaccharides. Sci. Total Environ., 165: 155-164 
 Porter K.G., Fleig Y.S. 1980: The use of DAPI for identifying and counting 
aquatic microflora. Limnol. Oceanogr., 25: 943-948 
 Rath J., Ying Wu K., Herndl G.J., DeLong E.F. 1998. High phylogenetic 
diversity in a marine-snow associated bacterial assemblage. Aquat. Microb. 
Ecol., 14: 261-269 
 Riemann L., Steward G.F., Azam F. 1999. Dynamics of bacterial community 
composition and activity during mesocosm diatom bloom. Appl. Environ. 
Microbiol., 66: 578-587 
 Sellner K.G., Fonda-Umani S. 1999. Dinoflagellate Blooms and Mucilage 
production. Coastal and estuarine studies: Ecosystem at the Land-Sea Margin 
Drainage Basin to Coastal Sea. (ed.) Malone T.C., Malej A., Harding L.W., 
Smodlaka N., Washington T.E.R. DC, American Geophysical Union 
 Simon M., Azam F. 1989. Protein content and protein synthesis rates of 
planktonic marine bacteria. Mar. Ecol. Prog. Ser., 51: 201-213 
 Smith D.C., Azam F. 1992. A simple economical method for measuring 
bacterial protein synthesis rates in seawater using 3H-leucine. Mar. Microb. 
Food Webs, 6: 107-114 
 Southwich P.L., Ernest L.A., Taurello E.W., Parker S.R., Mujumdar R.B., 
Mujumdar S.R., Clever H.A., Waggoner A.S. 1990. Cyanine dye labelling 
reagents – carboxymethylindocyanine succinimidyl asters. Cytometry, 11: 418-
430 
 Strickland J.D.H., Parsons T.R. 1972. A practical handbook of seawater 
anaysis. Fish. Bd. Canada Bull., 167: 1-310 
 Turk V. 1991. Mikrobni prehrambeni splet v vodah vzhodnega dela Tržaškega 
zaliva (severni Jadran). Magistrsko delo, Ljubljana, Biotehniška fakulteta, 
Oddelek za biologijo 
 Turk V. in Hagström Å. 1997. Seasonal distribution of nanoflagellats and 
bacterivory in the Gulf of Trieste (North Adriatic). Period. Biolog., 99, 2: 205-208 
 Turk V., Mozetič P., Malej A. 2001. Seasonal variability in phytoplankton and 
bacterioplankton distribution in the semi-enclosed temperate Gulf (Gulf of 
Trieste, Adriatic Sea). Annales Ser. Hist. Nat., 23: 53-64 
 Turk V., Malej A., Bajt O., Mozetič P., Ramšak A. 2005. Kakovost morja in 
kontrola onesnaženja, Letno poročilo 2004. Nacionalni inštitut za biologijo, 
Morska biološka postaja Piran 
 Zaccone R., Caruso G., Cali C. 2002. Heterotrophic bacteria in the northern 
Adriatic Sea: Seasonal changes and ectoenzyme profile. Marine Environmental 
Research, 54: 1-19 
 ZoBell C.E. 1941. Studies on marine bacteria, I: The cultural requirements of 
heterotrophic aerobes. Juor. Mar. Res., 4: 42-75 
40 
